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Die Harnsauresynthese im Vogelorganismus. 
I. Mitteilung. 
Die Harnsaduresynthese im Organismus der Taube.') 
Von 
Werner Schuler und Wilhelm Reindel. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik der Universitat Erlangen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. September 1933.) 








Bei unseren Arbeiten iiber den fermentativen Abbau der 
Harnsiiure im Saiugetierorganismus’) haben wir uns schon mit der 
Frage befaBt, wie der Organismus befihigt ist, das fiir seinen 
Bestand an Zellkernsubstanz benétigte Purinskelett aufzubauen, 
ohne auf exogene Zufuhr angewiesen zu sein. Eine liingst bekannte 
Synthese des Purinskeletts stellt bei Végeln und Reptilien die Harn- 
siuresynthese dar. Sie dient zwar im Vogelorganismus dem Zwecke 
der Stickstoffausscheidung, wie die Harnstoffsynthese im Siugetier- 
organismus, kénnte aber dennoch in ihrem Mechanismus Kinblick 
auch in die Purinsynthese zum Zwecke des Aufbaues der Zellkern- 
substanzen gewiihren. Wir haben daher eine Untersuchung der 
Harnsiiuresynthese bei Végeln begonnen. 

Wo immer man in der Literatur iiber die Harnsiuresynthese 
nachliest, findet man auf Grund der Minkowskischen Entleberungs- 
versuche bei Ginsen die Angabe, daB bei Végeln die Leber allein 
der Ort der Harnsiuresynthese sei. O. Minkowski’) selbst zieht 
aus seinen Versuchen nur den SchluB, daf die Leber fiir die Harn- 
siuresynthese notwendig sei, ohne sie als alleinigen Bildungsort 
zu bezeichnen. Unsere folgende Bearbeitung erbringt den Nach- 
weis, daB die Ansicht Minkowskis zu Recht besteht. In der 
Literatur findet sich auBerdem allgemein die von H. Wiener‘) 





') Auszugsweise ver6ffentlicht in Klin. Wschr. 12, 736 (1933). 
*) Diese Z. 208, 237 (1932); 215, 258 (1933). 

*) Arch. f. exper. Path. 21, 41 (1886); 31, 214 (1893). 

*) Hofmeisters Beitrige zur chem. Physiol. u. Path. 2, 42 (1902). 
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vertretene Ansicht, daB Harnstoff und eine Dreikohlenstoffyer. 
bindung notwendige Baustoffe fiir die Harnsiiuresynthese seien, 
Unsere Versuche beweisen, daB diese Ansicht nicht zu Recht 
besteht. 

Unserer Bearbeitung der Harnsiuresynthese im Tauben- 
organismus liegt folgender Plan zugrunde, der gleichzeitig eine 
Ubersicht iiber die behandelten Teilfragen gibt: 


I. Der Ort der Harnsiuresynthese. 
1. AusschluB der Purine als Harnsiurebildner bei der Harnsiiure- 
synthese. 


2. Die Rolle der Niere und der Leber fiir die Harnsiuresynthese. 
Il. Der Vorgang in der Niere. 
1. Vorversuche. 
2. Verlauf der Reaktion. 
3. Pq-Optimum der Reaktion. 
4, Wirkung von Zusitzen auf den Verlauf der Reaktion. 
Ill. Der Vorgang in der Leber. 
1. Vorversuche. 
2. Verlauf der Reaktion. 
3. Py-Optimum der Reaktion. 
IV. Die Rolle der Muskulatur bei der Harnsiuresynthese. 
1. Neubildung oder Extraktion der Vorstufe. 
2. Wirkung von Zusitzen. 


V. Vorkommen der Vorstufe in verschiedenen Organen. 


Wir gingen von der Vorstellung aus, daB synthetische Reak- 
tionen an lebendes Gewebe gebunden sind und daB zur Unter- 
suchung derartiger Vorginge die gewdhnlichen Fermentmethoden 
nicht ausreichen. Daher benutzten wir als Versuchsmaterial iiber- 
lebende Gewebsschnitte. Sofort nach Tétung des Tieres wurden 
die Organgewebsschnitte auf einer Torsionswage gewogen und unter 
Zufuhr des fir die Atmung nétigen Sauerstoffs in einer physio- 
logischen Lisung suspendiert und bei Kérpertemperatur des be- 
treffenden Tieres im Thermostaten geschiittelt. In der Lésung 
wurde auf Reaktionsprodukte gepriift. 


I. Der Ort der Harnsduresynthese. 


Schiittelt man Taubenleberschnitte in physiologischer Koch- 
salzlésung, so findet man auffallenderweise auch nach mehreren 
Stunden nur selten und bei alten Tauben meist nur Spuren von 
Harnsiiure in der Lisung, obgleich die Leber angeblich der Ort 
der Harnsiiuresynthese im Vogelorganismus sei. 
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Schiittelt man dagegen Taubennierenschnitte in physio- 
logischer Kochsalzlésung, so findet man einen bis zu 4 Stunden 
yunehmenden Betrag an Harnsiure in der Liésung. 

Der Widerspruch, da8 nach den Versuchen von Minkowski 
die Leber fiir die Harnsaiuresynthese notwendig sein muf, eine 
Harnsiurebildung aber in unseren Versuchen in der Leber nicht 
nachzuweisen war, wohl aber in der Niere der Taube, war nur 
durch die Annahme erklirlich, daB bei der Taube beide Organe, 
Leber und Niere, an der Harnsiiuresynthese beteiligt sind. Schiittelt 
man Taubenleberschnitte zusammen mit Nierenschnitten, so findet 
man in der Lésung eine starke, mit der Zeit betriichtlich zu- 
nehmende Menge an Harnsiéure, die etwa den 4 fachen Betrag der 
Summe der getrennt voneinander geschiittelten Organschnitte 
ausmacht. Damit war erwiesen, daB an der Harnsiure- 
synthese im Taubenorganismus sowohl Leber als auch 
Niere beteiligt sind. 


Ausschlu8 der Purine als Harnsiurebildner 
bei der Harnsiuresynthese. 


Zuerst muBten wir dem Kinwande begegnen, daB die gebildete 
Harnsiiure nicht synthetisch, sondern aus Purinen durch Purin- 
oxydasen entstanden sei. Wir haben daher Purine und zwar 
Guanin, Xanthin und Hypoxanthin der Suspension von Tauben- 
leber- und Taubennierenschnitten zugesetzt und gefunden, daf 
jedes der genannten Organe diese Purine fast quantitativ zu 
Harnsiiure oxydiert. Wiirde bei obigen Versuchen, bei denen Leber- 
sowie Nierenschnitte zusammen suspendiert waren, die Harnsiiure 
durch Oxydation vorhandener Purine entstehen, so miibte die 
Purinharnsiuremenge gleich der Summe der Harnsiiurewerte der 
getrennt voneinander geschiittelten Organschnitte sein. Leber- 
und Nierenschnitte unterscheiden sich nicht in der Fihigkeit 
Purine zu oxydieren; in der Leber oder Niere vorhandene Purine 
werden von dem entsprechenden Organ selbst zu Harnsiiure 
oxydiert. 

Die Tatsache, daB Leber- und Nierenschnitte zusammen den 
3—4 fachen Betrag der Summe beider Einzelwerte ergeben, besagt, 
daB Purine als Bildner der Harnsiure nicht in Frage 
kommen kénnen. 

AuBerdem ist bekannt, daB die Purinoxydation ein Ferment- 
Vorgang ist, der sich mit Organpulverextrakten ausfiihren aft. 
Wie wir im folgenden zeigen werden, ist aber die Harnsiiure- 
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synthese an lebendes Gewebe gebunden; dadurch wird ebenfalls 
eine Purinoxydation ausgeschlossen. 


Die Rolle der Niere und der Leber 
fiir die Harnsiiuresynthese. 


Wenn an der Harnsiiuresynthese sowohl Leber als auch Niere 
beteiligt sind, so war zu untersuchen, welche Rolle jedem der 
beiden Organe bei der Synthese zukommt. 

1. Wir haben Leberschnitte einige Stunden in physiologischer 
Liésung geschiittelt und von dem Gewebe abfiltriert. Im Filtrat 
war keine Harnsiure nachweisbar. Wir gaben dem Filtrat frische 
Nierenschnitte zu und fanden nach weiterem 4 stiindigem Schiitteln 
einen Harnsiiurewert in der Lisung, der das 3fache des Wertes 
betrug, den wir in der Liésung mit Nierenschnitten allein ohne 
Leberextrakt erhielten. Damit war erwiesen, daB die Leber 
einen in Lésung gehenden Stoff enthalt, aus dem die 
Niere Harnsiure zu bilden vermag. 

Immerhin bestand noch die Méglichkeit, daB auch die Leber 
Harnsiiure zu synthetisieren vermag, wenn ihr ein fiir die Synthese 
notwendiger, in der Niere vorhandener Stoff zur Verfiigung steht. 

2. Wir haben daher Nierenschnitte einige Stunden in physio- 
logischer Lésung geschiittelt und von dem Gewebe abfiltriert. Im 
Filtrat war, wie schon gezeigt, ein geringer Betrag an Harnsiiure 
nachweisbar. Wir gaben dem Filtrate frische Leberschnitte zu 
und fanden nach weiterem 4stiindigem Schiitteln keine Vermehrung 
des Harnsiiurewertes in der Lisung. Damit war erwiesen, dab 
die Niere keine Substanz enthalt, mit der die Leber 
Harnsiure zu bilden vermag. 

Wir haben so den Nachweis erbracht, daB der Ort 
der Harnsiuresynthese im T'aubenorganismus die Niere 
ist. [hr muB eine in der Leber vorhandene Substanz fir 
diese Synthese zur Verfiigung stehen, die wir vorlaufig 
als ,,Vorstufe“* bezeichnen und die erst in der Niere in 
Harnsiure verwandelt wird.’) 





1) Wir haben diese Versuche auszugsweise im Mai 1933 (a. a. O.) ver- 
ffentlicht. Entgegen der Behauptung von Th. Benzinger u. H. A. Krebs 
(Klin. Wschr. 12, 1206 (1933)] lagen damals Ergebnisse anderer Autoren nicht 
vor, so daB unsere damalige Mitteilung ein zum erstenmal verdffentlichtes, 
neues Ergebnis ist und nicht, wie genannte Autoren angaben, eine Besti- 
tigung darstellt. 
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Die im Taubenorganismus gegebene Teilung der Harnsiiure- 
synthese in 2 Reaktionen, die in verschiedenen Organen getrennt 
verlaufen, hat die besondere Untersuchung sowohl des Nieren- 
als auch des Lebervorganges erforderlich gemacht. Da die in der 
Leber vorhandene Vorstufe erst durch Nierengewebe in Harnsiiure 
verwandelt als solche bestimmt werden kann, haben wir den eigent- 
lich sekundiiren Vorgang in der Niere zuerst untersucht. 


II. Der Vorgang in der Niere. 
(Mitbearbeitet von W. Niirmberger.) 

Durch Vorversuche muBte fiir die genauere Untersuchung der 
in der Niere vor sich gehenden Umwandlung von Vorstufe in Harn- 
siure erst die Darstellung eines an Vorstufe konstanten Leber- 
materials ermittelt werden. 

Es hat sich ergeben, daB bei Verwendung von frischen Leber- 
schnitten der Gehalt an Vorstufe bei verschiedenen Tauben sehr 
wechselt, Die Versuche zur Darstellung eines Extraktes aus 
frischen Lebern haben gezeigt, da Schiitteln der Schnitte in 
Phosphatpuffer p,, 8,3 weitgehend unabhiingig von der Menge des 
Extraktionsmittels brauchbare Extrakte lefert, wenn mindestens 
3 Stunden lang extrahiert wird. AufSerdem fanden wir, daB der 
Extrakt durch Aufkochen nur eine geringe Verminderung seines 
Gehaltes an Vorstufe erleidet und gekocht unter Toluol im Kis- 
schrank wochenlang seine Wirksamkeit behilt. 

Die folgenden Versuche iiber die Harnsiiuresynthese in der 
Niere wurden mit einer gréBeren Menge des unter den gefundenen 
giinstigen Bedingungen dargestellten Leberextraktes, dessen Gehalt 
an Vorstufe bekannt und konstant war, durchgefiihrt. 


Verlauf der Reaktion. 


Eine bestimmte Menge des Leberextraktes wurde mit einer 
physiologischen Liésung verdiinnt und nach Zugabe frischer, iiber- 
lebender Nierenschnitte bei 41° im Thermostaten geschiittelt; in 
zeitlichen Abstiinden wurde die Menge der in der Liésung vor- 
handenen Harnsiiure bestimmt. Daneben lief ein Leerversuch ohne 
Leberextrakt. Es zeigte sich im Verlauf der Reaktion kein wesent- 
licher Unterschied, ob man eine der gebriuchlichen physiologischen 
Lésungen oder Phosphatpufferlésung p,, 7,4 verwandte. In den 
ersten Versuchen leiteten wir zur Aufrechterhaltung der Atmung 
ein Gasgemisch aus 10 Teilen Sauerstoff und 1 Teil Kohlensiiure 
durch die Lésung. Spiiter fanden wir, da8 Schiitteln in Sauerstoff- 
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atmosphare den gleichen Dienst leistet und Zuleitung von Kohlen- 
siure nicht notwendig ist; sie entsteht ja auch bei der Gewebs- 
atmung. Nieren verschiedener Tauben erwiesen sich ungleich stark 
zur Harnsiurebildung fahig, ohne daf sich ein Zusammenhang mit 
dem Ernaihrungszustand der Tiere erkennen lieB. Der zeitliche 
Verlauf der Reaktion ist aus folgender Fig. 1 ersichtlich. 


So a ne te 
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Fig. 1. 
Zeitlicher Verlauf des Vorganges in der Niere 
bei der Harnsduresynthese im Taubenorganismus. 


Bei der Reaktion erfolgt Verbrauch an Sauerstoff, jedoch ist 
dieser Verbrauch nicht gréfer als der normalen Gewebsatmung 
entspricht. 

Verwendet man an Stelle frischer Nierenschnitte nur Nieren- 
extrakt oder hebt man die Atmung durch Atmungsgifte auf, so 
findet keine Neubildung von Harnsiiure statt. Demnach ist die 
Harnsiuresynthese in der Niere an lebendes Gewebe ge- 
bunden. 


p,-Optimum der Reaktion. 


Zur Bestimmung des p,,-Optimums der Reaktion haben wir 
Leberextrakt mit Phosphatpuffer (S6rensen) auf verschiedenes p,, 
gebracht und dieses elektrometrisch bestimmt. Da die Wirksam- 
keit der Nieren verschiedener Tiere ungleich ist, muBten Ver- 
gleichswerte bei verschiedenem p,, mit der Niere eines Tieres ge- 
wonnen werden. Die Kleinheit der Taubenniere gestattete nur 
die Durchfiihrung weniger vergleichbarer Versuche, so daB wir 
zuerst nur den weiteren, spiter dann erst den engeren Bereich 
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um das p,-Optimum abgrenzen konnten. Folgende Kurven der 
Fig. 2 zeigen unsere gefundenen Werte. 








Syth 
Uu 
mg % 
60 nn 
$0 if ; 
| Ve IY 
“or | ig 
an iy ~~ 
| AN | 
Vie 4 
5 na”§ 86s 9 ph 
Fig. 2. 


Py-Optimum der U-Synthese in der Taubenniere. 


Aus den Versuchen ergibt sich als Optimum fiir die 
Harnsaéuresynthese in der Niere ein p,, von 7,1. 


Wirkung von Zusitzen auf den Verlauf der Reaktion. 


Es lag nahe, bei Bearbeitung der Harnsiiuresynthese nach- 
zuprifen, ob Zusatz der nach H. Wiener das Harnsiuremolekiil 
aufbauenden Substanzen, und zwar Harnstoff in Kombination mit 
einer Dreikohlenstoffverbindung wie Milchsiure, Glycerin, Malon- 
siure oder Tartronsiure eine vermehrte Harnsiurebildung in der 
Niere bedingt. Wir haben eine solche nach Zusatz der genannten 
Stoffe nicht finden kénnen. 

DaB Harnstoff nicht als Baustein fiir die Harnsiure in Frage 
kommen kann, ergibt sich auch daraus, daB wir mit der empfind- 
lichen Xanthydrolreaktion weder in Leber und Niere noch im 
Blute der Taube Harnstoff nachweisen konnten. Demnach kommt 
Harnstoff in Kombination mit einer Dreikohlenstoff- 
verbindung als Vorstufe fiir die Harnsiuresynthese nicht 
in Frage. 

Wenn Harnstoff als Vorstufe zur Harnsiurebildung nicht in 
Frage kommen kann, die Harnsiuresynthese im Vogelorganismus 
wie die Harnstoffsynthese im Saéugerorganismus der Entfernung 
von Ammoniak dient, welches der Desaminierung der Aminosiuren 
entstammt, so miiBte der Zusatz von Aminosiuren eine Mehrbildung 
an Harnsdure bedingen. Zusatz von Aminosiuren zu Leber- 
und Nierenschnitten bedingte eine deutliche Steigerung 
der gebildeten Harnsiure. 
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Noch gréBer war die Steigerung, wenn man Aminosiuren 
schon wihrend der Extraktion von Frischleber oder Leberpulver 
zugesetzt hatte und diese Lésung dann zur eigentlichen Harnsiiure- 
synthese mit Frischnierenschnitten versetzte. Wir haben Glyko- 
koll, Alanin, Ornithin, Arginin und Cystin in geeigneter Konzen- 
tration (60 mg-°/,) in Pufferlésung mit iiberlebenden Leberschnitten 
oder mit Lebertrockenpulver versetzt und in dem nach 4 Stunden 
Schiitteln bei 41° erhaltenen Extrakt mit Nierenschnitten Harn- 
siiure synthetisiert. Dabei konnten wir keinen prinzipiellen Unter- 
schied feststellen, wenn wir an Stelle von Frischleberschnitten 
Leberpulver verwandten. Wir erhielten in beiden Fallen bei Zu- 
gabe der genannten Aminosiiuren eine sehr deutliche Zunahme 
an Harnsiiure. Damit ist erwiesen, dab Aminosiuren eine 
Stickstoffquelle fiir die synthetisch gebildete Harn- 
siure sind. 

Die sich an diese Ergebnisse anschlieBende Frage war, ob 
der Aminostickstoff itiber Ammoniak zur Bildung der Vorstufe 
Verwendung findet, nachdem wir schon festgestellt hatten, daf 
Harnstoff als Stickstoffquelle fiir die Harnsiure nicht in Betracht 
kommt. Brachten wir statt Aminosiuren Ammoniumcarbonat in 
gleicher Versuchsanordnung mit Leber zur Reaktion, so erhielten 
wir mit Nierenschnitten eine Vermehrung an Harnsiure in gleicher 
GréBenordnung wie mit Aminosiuren. Damit ist erwiesen, 
daB Aminostickstoff tiber Ammoniak zur Bildung der 
Harnsiure benétigt wird. 

Uber die Frage der Kohlenstoffquelle fiir die synthetische 
Harnsiiure kénnen wir bis jetzt nur mitteilen, daB Zusatz von 
Glycerin, Milchsiiure, Malonsiure und Tartronsiure auch in Kom- 
bination mit Ammoniumcarbonat oder Aminosiiuren keine gréBere 
Mehrbildung an Harnsiure bedingt als Ammoniumcarbonat oder 
Aminosiiuren allein Harnsiiure vermehrt zu bilden vermégen. 


III. Der Vorgang in der Leber. 
(Mitbearbeitet von R. Ziebarth.) 


Nachdem die giinstigsten Bedingungen fiir die Synthese der 
Harnsiiure in der Niere bekannt waren, konnten wir die Vorstufe 
in der Leber unter Konstanthaltung dieser Bedingungen mit iiber- 
lebenden Nierenschnitten in Harnsiiure verwandeln und als solche 
bestimmen. Durch Vorversuche konnten wir ermitteln, da’ nicht 
nur tiberlebende Leberschnitte oder deren Extrakt, sondern ebenso 
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auch aus Lebertrockenpulver (nach Willstitter) dargestellter 
Extrakt die Vorstufe enthalten. Die Verwendungsmiglichkeit 
von haltbarem Lebertrockenpulver erleichterte die Bearbeitung 
wesentlich. 


Verlauf der Reaktion. 


Als Liésungsmittel haben wir zuerst Phosphatpuffer p,, 8,3 
verwandt, da sich dieser in den friither schon erwiihnten Versuchen 
gut bewihrt hat. Lebertrockenpulver wurde, in diesem suspendiert, 
bei Kérpertemperatur der Taube (41°) im Thermostaten geschiittelt. 
Nach bestimmter Zeit wurde aufgekocht und vom Leberpulver 
abfiltriert. Der so erhaltene Extrakt wurde auf p,, 7,1 gepuffert und 
nach 4 stiindigem Schiitteln mit Nierenschnitten die entstandene 
Harnsiiure in der Lésung bestimmt. 

In erster Fragestellung war zu priifen, ob die Vorstufe in 
der Leber schon enthalten ist und einfach daraus extrahiert wird, 
oder ob in der Leber eine Neubildung an Vorstufe erfolgt. Die 
Klirung dieser Fragestellung gelang durch folgende Versuche: 

1. Extraktion von aufgekochten Frischleberschnitten oder 
Lebertrockenpulver ergibt bei gleicher Extraktionsdauer im Ver- 
hiltnis zur Extraktion ungekochter Organschnitte oder -pulver 
eine bedeutend geringere Menge an Vorstufe. 

2. Bei Verwendung von Lebertrockenpulver erfolgt wie mit 
Frischleberschnitten mit der Zeit eine Zunahme an Vorstufe in 
der Lésung, wie in folgender Fig. 3 an der daraus mit Nieren- 
gewebe gebildeten Harnsiure ersichtlich ist. 

3. Die Priifung des Reaktionsverlaufes bei verschiedener 
Temperatur ergibt den Befund eines ausgesprochenen Temperatur- 
optimums bei 40°, wie aus folgender Fig. 4 ersichtlich ist. 

Damit ist bewiesen, daB es sich in der Leber nicht 
um eine einfache Extraktion schon vorhandener Vor- 
stufe handelt, sondern um eine Neubildung, und daB 
diese nicht an iiberlebendes Gewebe gebunden ist, 
sondern einen Fermentvorgang darstellt. 


p,-Optimum der Reaktion. 
Als Fermentvorgang mu8 die Bildung der Vorstufe in der 
Leber auch ein Optimum bei bestimmtem p,, haben. 
Lebertrockenpulver wurde zuerst mit Phosphatpufier, in 
spiiteren Versuchen mit Glykokoll—Natronlaugepuffer, der die Ein- 
stellung eines héheren p,, gestattet, geschiittelt, dann aufgekocht 
und filtriert. 
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Nach der Neutralisation wurde der Extrakt auf p,, 7,1, das 
Optimum des Nierenvorganges, gebracht und die Vorstufe mit 
Nierenschnitten in Harnsiure verwandelt und als solche bestimmt. 
Auch hier erschwerte die Kleinheit der Taubennieren die Unter- 
suchungen und wir muBten das p,,-Optimum ahnlich wie bei der 
Vorstuke 
ausgedr 
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PH-Optimum der Vorstufenbildung in der Leber. 


Bestimmung des p,-Optimums des Nierenvorganges abgrenzen. 
Fig. 5 zeigt die gefundenen Werte. 

Ks ergibt sich daraus fir die Bildung der Vorstufe 
in der Leber ein p,-Optimum zwischen 7,6 und 7,7. 











Die Harnsiuresynthese im Vogelorganismus. 219 


IV. Die Rolle der Muskulatur fiir die Harnsauresynthese. 


(Mitbearbeitet von J. Mahlmeister.) 


AuBer Leber haben wir noch eine Reihe anderer Organe 
auf ihren Gehalt an Vorstufe fiir die Harnsiiuresynthese in der 
Niere unter Beriicksichtigung ihres Puringehaltes untersucht. Wir 
werden dariiber im folgenden Kapitel berichten. Besonders inter- 
essierte uns die Muskulatur, die sich als relativ reich an Vorstufe 
erwies. Durch Vorversuche konnten wir auch hier feststellen, daB 
nicht nur iiberlebende Muskelschnitte, sondern auch deren Extrakt 
sowie Muskeltrockenpulverextrakt die Vorstufe enthalten. 

Als Lésungsmittel fiir die Vorstufe erwies sich wie bei Leber 
sowohl eine der gebriiuchlichen physiologischen Lésungen wie 
auch Phosphatpuffer gleich brauchbar und wir verwandten daher 
in Ubereinstimmung mit der Untersuchung des Lebervorganges 
Phosphatpufferlésung p,, 8,3. 


Neubildung oder Extraktion der Vorstufe. 


Zur Klirung der gerfannten Fragestellung haben wir den 
gleichen Arbeitsplan verfolgt wie mit Leber. 

1. Kochten wir Muskelschnitte (oder Muskeltrockenpulver) 
in der Extraktionslésung auf, so fanden wir nach 4stiindigem 
Schiitteln ebenso viel Vorstufe, wie sie sich in den gleich an- 
gesetzten jedoch nicht aufgekochten Lésungen ergab. Dieser 
Befund steht im Gegensatz zu dem Ergebnis bei Verwendung von 
Leber und weist darauf hin, daB es sich bei der Muskulatur nicht 
um einen Fermentvorgang, sondern um eine Extraktion schon 
vorgebildeter Vorstufe handelt. | 

2. Die kurvenmaBig in Abhingigkeit von der Zeit dargestellte 
Vermehrung der Vorstufe in der Lésung ergab ebenfalls mit 
Muskel ein anderes Bild als mit Leber, wie vergleichend aus 
Fig. 3 ersichtlich ist. Das Maximum an Vorstufe ist schon nach 
20 Minuten in Liésung gegangen, wihrend das Maximum beim 
Lebervorgang erst nach 11/,—2 Stunden erreicht ist. 

3. Die kurvenmiBig in Abhingigkeit von der Temperatur in 
gleicher Zeit erzielten Werte fiir gebildete Vorstufe sind in einem 
Bereiche von 7—96° praktisch gleich und entsprechen somit einer 
Extraktion und nicht einem Fermentvorgang wie in der Leber 
(vgl. Fig. 4). 

Damit ist bewiesen, daB es sich in der Muskulatur 
um eine einfache Extraktion der Vorstufe handelt. 
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Wirkung von Zusatzen bei der Muskelextraktion. 


DaB sich bei Vorhandensein von Vorstufe in der Muskulatur 
eine Neubildung nicht nachweisen lift, kann seinen Grund im 
Fehlen entweder des zur Bildung nétigen Fermentes oder eines 
zur Bildung nétigen Bausteines haben. 

Wir haben versucht, Ferment zuzusetzen. Wir gaben Muskel 
und Leber zusammen, fanden aber nach 4 Stunden in der 
Lésung nicht mehr Vorstufe als der Summe der im Muskel ent- 
haltenen und in der Leber in gleicher Zeit gebildeten Vorstufe 
entsprach. Selbst wenn das fehlende Ferment im Muskel ein 
anderes als das Leberferment sein sollte, so besagt dieser Versuch 
doch, daf im Muskel die in der Leber fiir Neubildung der Vor- 
stufe yorhandenen Stoftfe fehlen. 


V. Vorkommen der Vorstufe in verschiedenen Organen. 

Um iiber die quantitative Verteilung der Vorstufe in ver- 
schiedenen Organen der Taube und auch bei Siéugetieren Auf- 
schluB zu erhalten, haben wir die betreffenden Organe auf ihren 
Gehalt an Vorstufe untersucht. Wir konnten die Vorstufe eines 
Organes extrahieren, mit Hilfe lebender Nierenschnitte in Harn- 
siure umwandeln und als solche quantitativ erfassen. Dabei war 
aber aufer dem Eigengehalt des Organes an Harnsiure auch der 
Puringehalt des Organes zu beriicksichtigen, da Purine von Nieren- 
gewebe ebenfalls oxydativ in Harnsiiure verwandelt werden. Der 
Kigengehalt eines Organes an Harnsiiure wurde im Leerversuch 
ermittelt. Zur Bestimmung der Purine in den Organen machten 
wir uns die EKigenschaft der Taubenleber nutzbar nicht die Vor- 
stufe, wohl aber Purine oxydativ in Harnsiure zu verwandeln. 
Wir haben daher jedes zu priifende Organ in Form von 
Gewebsschnitten oder Trockenpulver in Phosphatpufferlésung im 
Thermostaten 

1. ohne Zusatz geschiittelt und erhielten die Eigenharnsiure, 

2. mit Taubenleberschnitten geschiittelt und erhielten unter 
Abzug der Eigenharnsiure plus Lebereigenharnsiure den Purin- 
harnsiuregehalt, 

3. mit Taubennierenschnitten geschiittelt und erhielten unter 
Abzug der Eigen-plus Purinharnsiiure sowie der Niereneigenharn- 
siure die aus Vorstufe entstandene (synthetische) Harnsiiure. 

Diese Methode gestattet gleichzeitig auch das Nichtvorhanden- 
sein von Purinoxydasen nachzuweisen. 





li 
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Der Ubersichtlichkeit halber stellen wir unsere diesbeziig- - 
lichen Ergebnisse in Tabellenform zusammen. 





Eigen- Purin- Eigen- Aus Vor- Gehalt 
1g Organ enthiilt | harnsiure] harnsiure wl Purin- stufe entst. rem 
arnsiiure| Harnsiure}| Purin- 
mg mg mg mg oxydasen 
Weil. Taubenmuskel 0,21 0,30 0,51 0,37 i 
desgl. 0,20 0,09 0,29 0,59 
Roter Taubenmuskel i 0,26 .0,26 0,28 8 
desgl. 0,11 0,18 0,29 0.77 
Taubenherzmuskel . 0,34 0,27 0,61 0,25 "y 
Taubenmagenmusk. iy 0,79 0,79 ty i) 
100 eem Taubenblut- 
serum. a 4,50 3,25 7,75 2,0 G 
Taubenpankreas. . — — 1,29 0,76 + 
Taubenmilz .. . g 0.18 0,18 0,72 8 
Rattenmuskulatur . i) 0,024 0,024 1,22 i 

















Neubildung von Vorstufe in der Niere. 


Nachdem wir mit Hilfe der eben beschriebenen Methode 
durch Anwendung von Nierentrockenpulver nachgewiesen hatten, 
daB auch in der Niere Vorstufe fiir die Harnsiiure enthalten ist, 
war es von Interesse zu priifen, ob wie mit Leber- auch mit 
Nierenpulvyer eine fermentative Neubildung von Vorstute erfolgt. 
Durch Versuche, wie wir sie mit Leberpulver ausgefiihrt haben, 
nimlich Extraktion von gekochtem und nicht gekochtem Nieren- 
pulver, erhielten wir bei ungekochtem Pulver nach Zugabe von 
Frischniere ungefahr die doppelte Harnsiiuremenge als bei ge- 
kochtem. Damit ist erwiesen, dab in der Niere neben 
der eigentlichen Harnsaéuresynthese auch die uns von 
der Leber her bekannte fermentative Neubildung von 
Vorstufe stattfindet. 


Beschreibung der Versuche. 


Gewebsschnitte und Organpulver. Sofort nach Tétung des 
Tieres werden die zu untersuchenden Organe rasch herausgenommen, 
Bindegewebe und GefiBe nach Méglichkeit entfernt und dann mit dem 
Rasiermesser Schnitte bis zu ungefiihr 1 mm Dicke hergestellt. Mit Hilfe einer 
Torsionswage wird die nétige Menge an Schnitten genau abgewogen. Nach 
1 Minute langem Waschen in mit Sauerstoff gesittigter physiologischer Salz- 
lésung von Kérpertemperatur des Tieres werden die Schnitte in die schon 
vorbereitete Versuchslésung gebracht. 
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Das fiir Leber und Muskelversuche nétige Organpulver wird nach 
Willstaitter dargestellt. Die frisch entfernten, von Bindegewebe befreiten 
und zerkleinerten Organe werden 3 mal mit der 4—5 fachen Menge Aceton, 
einmal mit Aceton-Ather 1:1 und 8mal mit Ather behandelt, wonach das 
Organ beim Trocknen im Vakuum in Pulver zerfillt. Das Pulver kann 
lange Zeit aufbewahrt werden ohne an Wirksamkeit zu verlieren. 

Bei den Versuchen kamen gewoéhnlich 200—400 mg Frischgewebe auf 
10 ccm Versuchslésung in Anwendung. [fiir die Darstellung von Vorstufe 
enthaltenden Lésungen aus den Organpulvern wurde meist 0,5 g Pulver 
fiir 10 cem Lésung verwendet. Solche Mengen an Substrat bzw. Lésungs- 
mittel liefern Harnsiurewerte, die im giinstigsten MeBbereich der colori- 
metrischen Bestimmung der Harnsiiure liegen. 

Als VersuchsgefiBe dienen, je nach ‘Menge der nétigen Lésung, ver- 
schieden gro’e Kélbchen, die im Thermostaten an einer Schiittelvorrichtung 
eingespannt werden kénnen. Lésungsmittel sind, wie bei den einzelnen 
Versuchen angegeben, physiologische Kochsalzlésung, die von H. A. Krebs') 
angegebene oder eine Pufferlésung. 

Alle Versuche wurden bei Koérpertemperatur des untersuchten Tieres 
(Taube 41°) ausgefiihrt. Die Reaktion ist, wenn sie nicht absichtlich friiher 
unterbrochen wurde, meist nach 3—4 Stunden beendet. 

Harnsiurebestimmung. Die von den Gewebsschnitten abfiltrierte 
Lisung wird mit Uranylacetat nach Neubauer enteiweiBt und im ent- 
eiweiBten Filtrat die Harnsiure mit Phosphorwolframsdure nach Folin 
colorimetrisch bestimmt. 

Die Messung der Wasserstoffionenkonzentration erfolgte auf 
elektrometrischem Wege mit Hilfe der Gaskette. 

1. Bildung von Harnsdure bei Zugabe von Nieren- zu Leber- 
schnitten. Die Gewebsschnitte wurden 4 Stunden in 10cem physiologischer 
Kochsalzlésung unter Sauerstoff geschiittelt. Alle Versuche, die mit Organen 
der Taube ausgefiihrt wurden, lieBen wir bei 41° im Thermostaten ablaufen. 























- _0/ . 
Organ in 10 cem Lésung mg-°/, U m5 ~ lp U 
aus Vorstufe 

400 og See ae ee ee i) 
400mg Niere I. . — 3,9 
400 mg Leber I + 400 mg Niere ae 13,6 9,7 
400mg LeberII. ........ G 
340 mg Niere II. . ; 3,75 
400 mg Leber IL + 400 ng Niere Ul. 10,0 6,25 
26mg ieee. «ke tH i) 
340 mg Niere III . . ' 8,35 
440 mg Leber III + 340 mg ‘Niere Il . 9,55 6,20 


2. Purinoxydation im Taubenorganismus. Zum Nachweis, welche 
Organe Purinoxydasen enthalten, gaben wir zu Purinlésungen von 10 mg-°/,- 
Gehalt Schnitte des zu untersuchenden Organes und bestimmten nach 


1) Diese Z. 210, 36 (1932). 
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4 stiindigem Schiitteln in Sauerstoffatmosphiire die entstandene U. Als 
Korrektur wurde die aus der gleichen Menge an Gewebsschnitten in der 
gleichen aber purinfreien Lésung entstandene U in Abzug gebracht. 

















Organ in 6 Stdn. geschiittelt | Korr, | Purin-U 
i0cem Lésung} unter Zusatz von fiir |in mg-° 
eatabelbaacaasi loi Bemerkung 
- img | ergibt Organ | (Theorie 
y Ar : = ° 
mg Purin | mg-°/,U allein 11,0) 
350, + Niere Adenin 2,8 3,5 My Wird nicht oxydiert 
350 ‘i Hypo- 12,9 3,5 9,4 
xanthin 
130 1 Guanin 7,0 0,6 6,4 x a ee 
130 nt Xanthin 9,5 0,6 8,9 Sehr wenig Niere 
410' Leber | Adenin 0,2 0,2 i) Wird nicht oxydiert 
410 ‘ Hypo- 7,5 0,2 1,3 
xanthin 
260 Guanin 9,1 0 9,1 
260 “ Xanthin 9,7 0 9,7 
380 Pankreas ‘5 20,0 11,0 9,0 
400 Milz + 0 0 ig Enthilt keine Purin- 
| oxydasen 














3. Wirkung von Nierenschnitten auf Leberextrakt. Die Tat- 
sache, daB Nierenschnitte mit Leberextrakt Harnsiure bilden, ist aus spiiter 
beschriebenen Versuchen wiederholt zu ersehen, so daB sich hier die Schilde- 
rung von Vorversuchen eriibrigt. 


4. Wirkung von Leberschnitten auf Nierenextrakt. 200 mg 
Nierengewebsschnitte wurden in 10 cem Lésung nach Krebs in Sauerstoff- 
atmosphire geschiittelt. Nach 2 Stunden wurde von den Gewebsschnitten 
abfiltriert. Dann wurden 6 Stunden lang in O,-Atmosphire geschiittelt: 
8 cem des filtrierten Nierenextraktes plus 280 mg Frischleberschnitte; 8 ecm 
des filtrierten Nierenextraktes allein; 8 cem Lésung nach Krebs plus 280 mg 
Leber. Die Tabelle zeigt, dab Lebergewebsschnitte mit Nierenextrakt keine 
Harnsiiure bilden. 














Nierenextrakt Nierenextrakt ; Synthetisch 
: Leber allein oe —— 
+ Leber allein gebildete U 
mg-°/, U | 1,0 | 1,0 | 0 | 6 


5. Wirkung von Nieren- und Leberextrakt. Die Darstellung der 
Extrakte geschah durch 2stiindiges Schiitteln von je 0,5 g Frischorgan in 
10 cem Lésung nach Krebs. Dann wurden 6 Stunden lang in O,-Atmo- 
sphiire geschiittelt: 5 cem Leberextrakt plus 5 cem Lésung; 5 cem Nieren- 
extrakt plus 5 cem Lésung; 5 cem Leberextrakt plus 5 cem Nierenextrakt. 


Die folgende Tabelle zeigt, daB Nierenextrakt wirkungslos ist. 
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Nierenextrakt Leberextrakt 
+ Leberextrakt +5cecm Lésung 


Nierenextrakt | Synthetisch- 
+See — U 


e ul 3,8 | 0,6 3,1 | 6 




















6. Zeitlicher Verlauf des Vorganges in der Niere (Fig. 1). Der 
verwandte Leberextrakt wurde durch 4stiindiges Schiitteln von je 2¢ 
Frischleberschnitten in 20 cem Phosphatpuffer py 8,3 dargestellt. Nach 
Aufkochen wurde er filtriert, 12 eem davon mit 28 cem Phosphatpuffer p,,; 7,2 
versetzt und mit Niere geschiittelt. Zur Bestimmung wurde nur je 1 ccm 
nach bestimmter Zeit herauspipettiert, so da’ eine wesentliche Konzen- 
trationsinderung nicht in Frage kommt. 

Versuch I. 12 ccm Leberextrakt I plus 28 ecm oe Pu 1, 
730 mg Niere; daneben Leerversuch mit 40 ccm Puffer py 7,2 plus 730 m 
Niere; Harnsiuregehalt des Leberextraktes 0 

Versuch II. 12 cem Leberextrakt II plus 28 cem Phosphatpuffer p,, 7,2, 
790 mg Niere; daneben Leerversuch mit Niere allein. Harnsiuregehalt des 
Leberextraktes 0 

Versuch III. Wie II, nur 420 mg Niere. 


9 
— 
oO 
1g 























Versuch I II Ill 
Zeit in Stunden] 1 | 2 os tee eek: ths Eee. 
me U | = | 
im Vollversuch | 10,50) 13,50 / 13,70] 2,60 5,80 7,80) 9,45, 10,10, 10,50] 7,20/ 9,90) 10,30 
mg-*/, U i | =a | 
im Leerversuch wad 2,05; 2,05/0,10/ 1,00 /1,20)1,55) 1,55) 1,5572,30/2,70) 3,61 
| | | | | | 
mg-"/, | | | | | | 
synthetische U | 8,75, u 45 11,65]2,50 4,80 6,60,7,90) 8,55) 8,95]4,90/7,20 7,20 


7. FS der -~ siancscinnbeteiatiie durch Toluol. 














Li U nac Ke 4 t Std. Synthetische U 
dsung ws ; 
in mg-°/, in mg-°/, 

5 cem Leberextrakt + 5 eem Phosphat- 

puffer py 7,2 + 410mg Niere . . . 9,80 6,60 
Dasselbe + 2cem Toluol .... . 1,15 6 
10 ecm sain meen Pu 7,2 + 410 mg 

Niere. . . e Mowe s- 3,20 


8. p,-Optimum des Vorganges in der Niere. Der Leberextrakt 
wurde durch Schiitteln von Frischleberschnitten mit Phosphatpuffer p,, 8,3 
dargestellt (1 g Leber auf 7,5 cem Puffer). Extraktionszeit 4 Stunden. Der 
Extrakt wurde durch wenig n/10- bzw. n/i-Lauge dem fiir den Nieren- 
versuch gewiinschten pq angeglichen. 3 ccm dieses Extraktes plus 7 ccm 
Phosphatpuffer von bestimmtem py wurden mit Nierenschnitten (140—200 mg) 
4 Stunden geschiittelt und die entstandene Harnsiiure bestimmt. Zur Kon- 
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~~ trolle wurde auch sofort nach jedem Nierenversuche die Wasserstoffionen- 
= konzentration elektrometrisch gemessen. Zur Ermittlung der jeweiligen 
, Korrektur fiir die Niere allein wurden die entsprechenden Mengen Niere 
- in 10 cem Phosphatpuffer des entsprechenden py geschiittelt (Fig. 2). 
| Versuch I. Versuch III. 
Jer — oC — 
°8 De 5,8] 6,5 | 7,0] 7,8 Pr 6,8 | 6,9 17,0]7,1] 7,2] 7,4 
LC 1 - a SS Sell SST — 
‘2 Gebildete U Gebildete U 
em in mg-°/,. .. [4,8] 6,4 ]7,2]5,8 in mg-°/... [3,85/4,10/4,3/4,6]4,5] 4,1 
oii Korrektur fiir Korrektur fiir 
i90 mg Niere | 1,4] 1,2 ]1,3]1,5 140 mg Niere |0,75]0,75]0,9) 0,9] 0,9] 0,8 
i o 
et Synthet. U in Synthet. U in 
5 a ee 3,4] 5,2 159/43 mg-/, 3,1 |3,35] 3,413.7] 3,6] 3,3 
) Versuch II. Versuch IV. 
es —-——————— ———— a 
Pu 5,8 | 6,95 | 7,7] 8,5 Pu 6,41 6,6 | 6,95 | 7,05 | 7,25 
a Gebildete U Gebildete U 
| in mg-/,... 13,9] 6,4 [5,8]5,3 in mg-9/,... [2,8] 3,1] 4,1 | 4,3 | 3,9 
6 Korrektur fiir Korrektur fiir 
195 mg Niere | 1,8] 1,2 |1,6]1,9 200 mg Niere | 1,2] 1,2] 1,4 | 1,4 | 1,3 
Synthet. U in Synthet. U in 
10,80 Me mg-%..... 2,1] 5,2 |4,2]3,4  mg-%,..... 1,6} 1,9 | 2,7 | 2,9 | 2,6 
3.6 Versuch V. 
= 9 Pu 65 | 69 | 70 | 71 | 7,2 | 7,4 
Gebildete U in mg-°/,... 1,7 2,2 2,4 2,6 2,2 1,8 
- Korrektur fiir 140 mg Niere 0,3 0,3 0,4 0,5 0,4 0,3 
J Synthetische U in mg-°/, . 1,4 1,9 2,0 2,1 1,8 1,5 

9. Wirkung von Zusatzen auf den Vorgang in der Niere. 

1. Je 350mg Leber- plus 340 mg Nierenschnitte in 10ccm Phosphatpuffer- 
lésung py, 7,2 mit und ohne Glykokoll 4 Stunden unter O, geschiittelt. 

2. Je 440 mg Leber- plus 440 mg Nierenschnitte in 10 ecm Phosphat- 
pufferlésung py 7,2 mit und ohne Histidin 4 Stunden unter O, geschiittelt. 
Daneben Nierenleerversuch. 

3. Ammoniumcarbonat. 435 mg Frischleber wurden in 20 ccm 

t Lisung nach Krebs, der Ammoniumcarbonat in einer Konzentration von 
96 mg-°/, zugesetzt war, daneben der gleiche Versuch ohne Ammonium- 
; carbonat, unter O, 4 Stunden geschiittelt. Dann je 10 ccm dieser Lésungen 


plus 250 mg Niere unter O, wieder 4 Stunden geschiittelt. Bei allen Ver- 
) suchen lief nebenher ein Nierenleerversuch. 
) 4. Glykokoll. a) 800 mg Frischleber in 20 ccm Phosphatpufferlésung 
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Py 8,3; 50 mg-°/, Glykokoll. — 5 cem dieser Lisung plus 5 cem Phosphat- 
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puffer py, 7,2 plus 200 mg Frischniere. b) Wie 4a, nur Frischleber und 
Frischniere einer anderen Taube. 

5. Alanin. a) 1g Leberpulver in 20 ccm Phosphatpuffer p,, 8,3: 
60 mg-°/, Alanin. —- 2. cem dieser Lisung plus 8 cem Phosphatpuffer p,, 7,2 
plus 250 mg Frischniere. b) 0,5 g Leberpulver in 10 cem py 8,3; 60 mg-’ 
Alanin. — 5 cem dieser Lésung plus 5 ccm py 7,2 plus 250 mg Frischniere. 

6. Ornithin. Wie 5b; nur 60 mg-°/, Ornithin. 

7. Arginin. Wie 6; 60 = Arginin. 

8. Cystin. Wie 7; 60 mg-°/, Cystin. 

9. Harnstoff. 435 mg Frischleber in 20 ecm Lésung nach Krebs; 
30 mg-°/, Harnstoff. — 5 ecm dieser Liésung plus 5 ecm Phosphatpuffer 
Pu 7,2 plus 285 mg Frischniere. 





























sia = -~| Vermehrung 

c Gebila, u| Gebild. U aa, Synthet. Ul durch zuges, 
“ | Zugesetzte | in mg-°/, | in mg-°/, ay in mg-°/, _ Substanz 

= Substanz mit ohne ¥ ohne ee ny er 
ersuch in in 

> Substanz | Substanz Substanz | mg-0/, 9), 

1 | Glykokoll | 11,80 8,90 ~ - 2,90 

2 | Histidin 15,0 12,60 7,20 5,40 240 45 
3 | (NH,),CO, 6,90 4,70 1,80 2,90 2,20 76 
4a] Glykokoll 4,60 3,80 1,85 1,95 0,80 41 
4b * 4,20 8,35 1,0 2,35 0,85 36 
5a} Alanin 5,35 3,75 1,90 1,85 1,60 87 
5b - 11,60 7,50 1,50 6,0 4,10 68 
6 | Ornithin 11,60 7,50 1,50 6,0 4,10 68 
7 | Arginin 17,80 11,60 1,10 10,50 6,20. 59 
8 Cystin 17,60 11,60 1,10 10,50 6,0 7 
9 Harnstoff 3,0 3,0 1,5 1,5 i) 6 








10. Neubildung von Vorstufe in der Leber. 1. Frischleber. 
2,8 g Frischleberschnitte wurden im 1. Fall aufgekocht, im 2. Fall nicht auf- 
gekocht und beide 4 Stunden in 15 ccm Phosphatpufferlésung p,, 8,3 in 
O,-Atmosphire geschiittelt. Nach Aufkochen und Filtrieren wurden je 2 ccm 
der Extrakte plus 8 cem Phosphatpuffer p,, 7,2 mit 250 mg Nierenschnitten 
versetzt und 4 Stunden in O,-Atmosphiire geschiittelt. 

















\ahildate TT] @ 7x | Vermehrung 
Extrakt Gebildete U Synthet. U in ungekocht. 
in mg-°/, in mg-°/, Leber 
1. Aus Frischleber, gekocht . 1,60 0,50 
Aus Frischleber, ungekocht 2,50 1,40 0,90 
! _Nierenleerversuch_ cS sank 1,10 t ake 
a | b } a b a b 
. Aus Leberpulver, gekocht . 3,15 | 1,65 | 1,10 | 0,65 | 
Aus Leberpulver, ungekocht 7,40 | 3,85 | 5,35 | 2,35 | 4,25 | 1,70 
Nierenleerversuch . . 2,05 | 1,00 | 


























Die Harnsiuresynthese im Vogelorganismus. 927 


aii | 


2. Leberpulver. a) 0,75 [b) 0,54] g Leberpulver wurde im 1. Fall 
aufgekocht, im 2. Fall nicht aufgekocht und beide 4 Stunden in 15 ecm 
Phosphatpuffer py 8,3 unter O, geschiittelt. Die Lésungen wurden dann wie 
oben mit 250 mg Frischniere behandelt. 

ll. Zeitlicher Verlauf des Vorganges in der Leber (Fig. 3). Je 
0,5 g ee aus verschiedenen Lebern wurden durch yerschieden 
langes Schiitteln ('/,—5 Stunden) bei 40° in Phosphatpufferlisung p,, 8,3 
geschiittelt. Der U-Gehalt der Lésung war praktisch _ 0. Die Lésungen 
wurden aufgekocht, filtriert und 2 ccm davon plus 8 ecem Phosphatpuffer- 
lésung py 7,2 mit 250 mg Niere 4 Stunden unter O, geschiittelt. 





























I II 
Versuch (Nierenleerversuch (Nierenleeryv ersuch 
= 1,2 mg-°/,) = 1,65 mg-*/,) 
Zeit in Stunden 1 2 {| 4 5 a, 1 ou | 2 
Gebildete U in mg-°/,, abziig- | | | 
lich Nierenleerversuch .. | 2,9 | 3,55 3,65 | 3,6591,55 | 2,25 2,55 | 2,55 


12. Temperaturoptimum des Vorganges in der Leber (Fig. 4). 
Je 0,5 g Leberpulver wurden in 10 ccm Phosphatpufferlésung p,, 8,3 3 Stdn. 
lang bei verschiedener Temperatur geschiittelt. Dann wurden simtliche 
Lésungen aufgekocht und davon je 2 cem plus 8 ccm Phosphatputferlésung 
PH 7,2 mit 250 mg Niere 4 Stunden unter O, geschiittelt. Nierenleerversuch: 


rs 4 0/ 
2,15 mg-°/, U. 





Temperatur | 20° | 30° | 40° | 65° | 90° 


3,09 


Gebildete U in mg-°/,, abziiglich 
Nierenleerversuch gf et oe 

















2,45 5,25 | 1,40 | 0,95 

13. p,,-Optimum des Vorganges in der Leber (Fig. 5). Leberpulver 
wurde in Phosphat- oder Glykokoll-Natronlaugepuffer bei bestimmten py 
2 Stunden lang unter O, geschiittelt und sofort nach der Reaktion das py 
zur Kontrolle bestimmt. Dann wurden 2 ccm des Extraktes mit 8 ccm 
Phosphatpuffer auf p,, 7,2 gebracht und mit 250 mg Niere 4 Stunden lang 
unter O, geschiittelt. Als Korrektur wurde die aus 250 mg Niere in 10 cem 
Phosphatpufferlisung py, 7,2 (Nierenleerversuch) entstandene Harnsiiure ab- 


gezogen (vgl. folgende Versuche I—VI). 


14. Extraktion von Vorstufe aus Muskel, keine Neubildung. 


1. Je 1 g Brustmuskelpulver wurde im 1. Falle aufgekocht, im 2. Falle 
nicht aufgekocht, dann mit 10 cem Phosphatpuffer py, 8,3 1 Stunde lang 
geschiittelt. Von den Extrakten wurden je 3 ccm plus 7 cem Phosphat- 
puffer py 7,2 mit 250 mg Niere 4 Stunden unter O, geschiittelt. — Nieren- 
leerversuch mit 250 mg Niere. 

2. Je 2g anderes Brustmuskelpulver wie oben mit 15 cem Puffer 
4 Stunden extrahiert. Dann 2 cem dieser Lésung plus 8 ccm py 7,2 wie oben. 
16* 








ee ee ees 


_m [wil wl wl ms [oss 
Gebildete al i Sa oe 
5.3 
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Versuch I. Korr. = 2,10 mg-°/, U Versuch IV. Korr. = 1,4 mg-°/, U. 








8,4 | 9,1 


—= 











Gebildete U 


in mg-°/y 











a oe 7,75 | 6,65 





in mg-°/, . . 6,20 


Versuch II. Korr. = 4,10 mg-°/, U. Versuch V. Korr. = 2,05 mg-°/, U. 








7,8 [83 | 86 Pa | 69 | a5 | 81 | ss 


Gebildete eu 


Pu | 6,7 | 7,3 
in mg-°/) . . 7 7,30 


Gebildete U 


in mg-°/, .. 








~ 


5,90 














8,05 


0,10 





15,50 | 14,30 


Versuch III. Korr. = 2,50 mg-°/, U. 


| 12,90 | 13,90 | 15,90 





Versuch VI. Korr. = 2,15 mg-°/, U. 











mm [es] t@|solse|o2 px | oe| rt | ze| oy 
Gebildete U sie sig U 
in mg-%/,.. | 2,65 | 3,40 | 6,50 | 5,30 | 4,90 in mg-°/, . . | 5,80] 7,80 | 8,30| 7,40 























3. Je 1 g Brustmuskelpulver mit 15 cem Puffer pg 8,3 4 Stunden extra- 
hiert. — Davon je 3 cem plus 7 ccm Puffer wie oben. 




















U aus U aus Synthet. U | Synthet. U 
Vers.- | gekochtem |ungekochtem| Nieren- aus aus 
Nr. ga Muskelpulv. | jeerversuch | gekochtem | ungekochtem 
in mg in mg-°/, Muskelpulv. Muskelpulv. 
1 8,05 8,45 2,05 6,0 6,4 
2 7,40 7,40 3,25 4,15 4,15 
3 5,35 B, 35 3,0 2,35 2,35 

















15. Zeitlicher Verlauf der Extraktion aus Muskel (Fig. 3). Je 
0,5 g Schenkelmuskelpulver wurden verschieden lange bei 41° mit 7,5 cem 
Phosphatpufferlésung py 8,3 geschiittelt, sofort aufgekocht und filtriert. 
Dann 2ccm dieser Lésung plus 8ccm Phosphatpuffer py 7,2 mit 250 mg Niere 
4 Stunden unter O, geschiittelt. Nierenleerversuch: 2,9 mg-°/, U. 








Zeit in Minuten ~ 4 5 | 10 | 20 | 40 | 60 











mg-°  gohildite U, abziiglich Leschiemach . . 11,5] 2,55 | 2,95 


16. Abhangigkeit der Muskelextraktion von der Temperatur 
(Fig. 4). Je 0,5 g Schenkelmuskelpulver wurden bei verschiedener Tempe- 
ratur 1/, Stunde lang mit 7,5 cem Phosphatpufferlésung py 8,3 extrahiert, 
dann sofort aufgekocht und filtriert, endlich 3 ccm dieser Lésung plus 7 ccm 
Phosphatpuffer py 7,2 mit 250 mg Niere geschiittelt. Nierenleerversuch: 
1,60 mg-°/, U. 


|2,90] 2,95 








Temperatar 7° | 20° | 40° | 60° | 97° 97° 








fast 43] 43] 43 | ae 


mg-°/, eikildets U, abztiglich laiaianiidhs. . 





440 


440 


440 


420 


440 


440 


44{) 


440 


440 


280 


230 


44() 


420) 
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17. Untersuchung verschiedener Organe auf ihren Gehalt 
an Vorstufe. 


Frischorganschnitte wurden mit Frischnierenschnitten in 10 cem Phos- 
phatpufferlésung py, 7,2 4 Stunden unter O, geschiittelt. 





mg 


440 
440 
440 

420 


440) 


| 440 


441) 


440) 


440) 





Organ in 10 ccm Lésung 





4 Stdn. ge- 





Art 


Taubenmuskel, wei8 


rot 


Taubenherzmuskel 
Taubenmagenmuskel 
’ 
4ceem Taubenblutserum 
10 ecm 99 
Taubenpankreas 
Taubenmilz 


Rattenmuskel 




















Korrektur fiir 4 Stunden 











schiittelt mit Schiitteln 
> gS gi> c ~ 
ee ise | Ze ae ee 
ae fee aemw ioe = 
Brew Ps] ag FS Fe S Fb 
wo | aos pO = = 8 Me & 
RS Ff] SCS FZ HG 
Pe; P| eh PP vk 
440 | 440 440 440 | 440 
1,5 | 22 0.9— | 6S 
440 | 440 440 440 | 440 
96 | 24 0.9 ay | it 
440 440 440 440 440 
8,5 | 1,0. 0,7 Se ee 
400 400 420 400 400 
75 | © i} 389 | OT 
440 | 440 440 440 | 440 
6,0 | 1,1 0 “a te 
440 | 440 440 440 | 440 
‘10,4 | 2,4. 0,5 5a | (Al 
440 | 410 440 440 | 410 
ie | of 1,5 32 | 0} 
440 | 410 440 440 | 410 
6,0 | 2,85 0) 3,2 0 
440 | 400 440 400 | 400 
‘5.25 | 8,45 1,55 | 3,65 | 11° 
430 350 |4eemSer.i.10 430 350 
“te | at 1,8 :. aoe Ss 
440 440 |10ccem Ser. 440 440 
15,8 | 7,25 7,5 i 
280 | 280 280 280 280 
10,2 | 4,0. 3,6 4,6 | 0,4 
300 | 300 230 300 =. 300 
5,T | (0,55 “— $0 |° 0) 
400 | 400 440 400 400 
ce or ae ~ 2 89 | OT 
350 | 410 420 350 | 410 
8,6 | 0,3 7 390 | 02 





Resultat 
> = 
a as, 
sf t0o—| 2 om 
el 
Set 1 -bel— 
ond TD | 
-_ — 
1.3 1,t 
‘ig ” 
0.4 > 6 
j 
0,3 2.0 
0 3.6 
1,1 1,2 
| 0 ns, ? 4 
| 9\ vo, 
1,2 1,1 
2,85 g 
0.8 4} 
1.3 0.8 
0 » 4 
J a 
| 3.6 0 
j aX 
0,55 > 15 
0 0,6 
| 0.1 50 
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18. Wirkung von Leberpulverextrakt bei der Muskelextraktion. 
0,5 g Brustmuskelpulver, 0,5 g Leberpulver und 0,5 g Brustmuskelpulver 
zusammen mit 0,5 g Leberpulver wurden in je 7,5 ccm Phosphatpuffer 
Py 8,3 4 Stunden geschiittelt. AnschlieBend Nierenversuch mit 2 cem Extrakt 


Ld 


plus 8cem py 7,2 plus 250 mg Niere. 














Brustmuskel- Leberpulver Brustmuskel-| Nieren- | Synth. U in mg-°,, 
4 = jsieaotigiibel enero 
pulver : _| + Leberpulyv.| —leer- : 
: = U in mg-,] =. r mit ohne 
U in mg-°/, . U in mg-"/, | versuch | Leberp. | Leberp. 
5,25 4,75 955 | 2,10 2,70 3,15 


19. Neubildung von Vorstufe in der Niere. Je 0,5 g Taubennieren- 
pulver wurden im 1. Fall aufgekocht, im 2. Fall nicht aufgekocht und beide 
4 Stunden lang in 10 ccm Phosphatpufferlésung py 8,3 unter Sauerstoff 
geschiittelt. Nach Filtrieren wurden je 2 cem dieser Lésungen plus 8 ccm 
Phosphatpufferlésung py 7,2 mit 250 mg Niere 4 Stunden unter Sauerstoff 
geschiittelt. Es wurden 3 Portionen Nierenpulver (1, 2, 3) untersucht, die 
aus verschiedenen Taubennieren dargestellt waren. 





Gebildete U | Synthetische U pA amencterane, | 


: ‘ ’ : bei ungekocht. 
Extrakt aus in Mg-"/ in Mg" /o Nierenpulver 
1 2 | $ 1 2 8 1 2 8 


Gekochtem Nierenpulver] 5,70 7,65 | 4,20]3,55 3,65 2,15 | 
Ungekochtem Nierenpulv. | 7,40 11,60 | 7,40]5,25 7,60 5,35] 1,70 | 3,95 | 3,20 
Nierenleerversuch 215 4,0 | 2,05 

















Zusammenfassung. 


Die synthetische Bildung von Harnsiiure konnte unter Ver- 
wendung iiberlebender Organgewebsschnitte der Taube im Reagens- 
glase zur Durchfiihrung gebracht werden. Das Studium dieser 
Reaktion zeitigte fiir die Harnsiiuresynthese im Taubenorganismus 
folgende Ergebnisse: 

J. An der Harnsaiuresynthese im Taubenorganismus 
sind sowohl Leber als auch besonders Niere beteiligt. 

Der von O. Minkowski erhobene Befund, da die Vogelleber 
an der Harnsiiuresynthese wesentlichen Anteil hat, besteht dem- 
nach zu Recht — nicht dagegen die in der Literatur allgemein 
vertretene Ansicht, die Synthese der Harnsiiure im Vogelorganis- 
mus erfolge nur in der Leber. 

1. In der Leber und in der Niere der Taube wird 
eine bis jetzt unbekannte Vorstufe fiir die Harnsdure 
gebildet, die kein Purin ist. 
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. : Die Bildung dieser Vorstufe ist eine Fermentreaktion mit 
r einem p,,-Optimum bei p,, 7,6—7,7 und einem Temperaturoptimum 
bei 40° 

Dieselbe Vorstufe ist in der Muskulatur und in anderen 
Organen enthalten, doch wird sie in der Muskulatur nicht fermen- 
tativ gebildet. 

2. Die eigentliche Synthese der Harnsiiure im Tauben- 
organismus erfolgt in der Niere mit Hilfe dieser Vor- 
stufe. 

Diese Reaktion zeigt ein p,-Optimum bei p,, 7,1 und ist an 
lebendes Gewebe gebunden. 

Il. Stickstoffquelle fiir die synthetisch gebildete Harnsiure 
sind Aminosiiuren, deren Stickstoft iiber Ammoniak bendétigt wird. 

Harnstoft kommt als Vorstufe fiir die Harnsiiuresynthese 
nicht in Frage. 

Kohlenstoffquelle fiir die synthetisch gebildete Harnsiiure 
sind nicht die Dreikohlenstoffverbindungen Glycerin, Milchsiure, 
Malonsiiure oder Tartronsiure. 

Die von H. Wiener vertretene und in die Literatur allgemein 
aufgenommene Ansicht, daB Harnstoff in Kombination mit einer 
der genannten Dreikohlenstotiverbindungen notwendige Baustoftte 
fiir die Harnsiuresynthese im Vogelorganismus seien, besteht also 
nicht zu Recht. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sel auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung von Apparaten 
verbindlichster Dank zum Ausdruck gebracht. 





ae en en ee ne ee 
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Die Harnsaduresynthese im Vogelorganismus. 
Il. Mitteilung: 


Die Harnsduresynthese im Organismus der Henne und der Gans. 
Von 
Werner Schuler und Wilhelm Reindel. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik der Universitat Erlangen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. September 1933.) 


In der I. Mitteilung’) haben wir iiber die Harnsiuresynthese 
im ‘Taubenorganismus berichtet. Unter Verwendung lebender 
Organschnitte der Taube konnte die synthetische Bildung von 
Harnsiure im Reagenzglas durchgefiihrt werden. So konnten wir 
zeigen, daB sich die Harnsiuresynthese in zwei Teilreaktionen 
trennen lift, in die Bildung einer fiir die Harnsiuresynthese not- 
wendigen Vorstufe und in die Bildung von Harnsiure aus dieser 
Vorstufe. Die getrennte Durchfiihrung beider Reaktionen war 
moglich, da die Bildung der Vorstufe fermentativ verliuft ohne 
an iiberlebendes Gewebe gebunden zu sein, wihrend fiir die 
Bildung von Harnsiure aus dieser Vorstufe atmendes, lebendes 
Gewebe notwendig ist. Wir konnten weiterhin den Nachweis er- 
bringen, daB die Harnsiurebildung nicht, wie bisher angenommen, 
in der Leber erfolgt, sondern daB Harnsiiure ausschlieBlich in der 
Niere aus Vorstufe entsteht. Die Harnsiiurevorstufe dagegen ist in 
einer Reihe von Organen enthalten, ihre Neubildung konnten wir 
bis jetzt nur in Leber und Niere von Tauben nachweisen. 

Diese prinzipiellen Tatsachen fiir die Harnsiuresynthese 
im Taubenorganismus muBten auf ihre Giiltigkeit fiir den Vogel- 
organismus iiberhaupt gepriift werden. Infolge der zum Teil schwie- 
rigen, zum Teil kostspieligen Beschaffung von Végeln war es uns 
bisher nur beim Organismus der Henne und der Gans méglich, 


) Diese Z. 221, 209 (1933); Klin. Wschr. 12, Nr. 19, 736 (1933); Nr. 38, 
1479 (1933). 
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entsprechende Untersuchungen vorzunehmen, woriiber in dieser 
Arbeit berichtet werden soll. 

Die bearbeitete Fragestellung gliedert sich im einzelnen 
wie folgt: 

I. A. LaBt sich auch im Organismus der Henne und 
der Gans fiir die synthetische Bildung der Harnsiiure wie im 
Organismus der Taube eine Vorstufe nachweisen und gleich- 
zeitig 

B. tindet sowohl bei der Henne als auch bei der Gans die 
Bildung von Harnsiiure aus dieser Vorstufe wie im Taubenorga- 
nismus in der Niere statt? 

IJ. Ist auch im Organismus der Henne wie in dem der Gans 
die Bildung von Harnsiiure aus Vorstufe wie im Taubenorganismus 
auf die Niere allein beschrinkt? 

II. Handelt es sich beim Vorhandensein einer Vorstufe fiir 
die Harnsiiuresynthese bei Henne und Gans um die gleiche 
noch unbekannte Substanz, deren Vorhandensein wir im Organis- 
mus der Taube nachgewiesen haben? 

IV. Lat sich auch in der Leber und Niere der Henne und 
Gans wie in der Leber und Niere der Taube fiir die Harnsiiure- 
vorstufe eine fermentative Neubildung derselben nachweisen. 


ks 


Das Vorhandensein einer Harnsiurevorstufe im Taubenorga- 
nismus konnten wir dadurch nachweisen, da& wir nicht iiber- 
lebende Organschnitte, sondern Organtrockenpulver mit Phosphat- 
pufferlésung einige Stunden bei 40° schiittelten. Bei Verwendung 
von Leberpulver ist dann in der Lésung keine Harnsiure, wohl 
aber Vorstufe fiir die Harnsiurebildung nachweisbar. Wir konnten 
diese Vorstufe dadurch nachweisen, daB wir zu dem filtrierten 
Extrakte iiberlebende Nierenschnitte zufiigten. Wir fanden dann 
nach 4 Stunden weiterem Schiitteln bei 40° in Sauerstoffatmosphire 
einen wesentlich gréBeren Betrag an Harnsiure als die gleiche 
Menge Nierenschnitte in Phosphatpufferlésung allein ergaben. 
Die Differenz entspricht der aus Vorstufe gebildeten Harnsiiure. 

In Analogie zu diesem Nachweis von Vorstufe in der Tauben- 
leber und der harnsiiurebildenden Fahigkeit iiberlebender Tauben- 
nierenschnitte muBte sich das Vorhandensein einer Harnsiurevor- 
stufe auch in Hennen- und ebenso Ginseleber bei Verwendung 
von Lebertrockenpulver sowie die harnsiiurebildende Fihigkeit der 
Hennen- wie auch der Giinseniere nachweisen lassen. Nach mehr- 
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stiindigem Schiitteln von Hennen- bzw. Ginseleberpulver in Phos- 
phatpufferlésung miifte sich Harnsiiurevorstufe in Lésung befinden, 
Ist die Hennen- bzw. Ginseniere fihig, aus dieser Vorstufe Harn- 
siure zu bilden, so mii®ten iiberlebende Nierenschnitte des ent- 
sprechenden Tieres in der Lisung zu einer deutlichen Mehrbildung 
von Harnsiiure fiihren. 

Entsprechende Versuche zeitigten folgendes Ergebnis. 


I, Versuchsreihe. 


Leberextrakte: Je 1,5 g Leberpulver wurden mit 15 cem Phosphat- 
pufferlésung py 8,3 bei 40° 21/, Stunden geschiittelt, dann filtriert. 


Tabelle I. 


























410 mg Frisch- | 410 mg Frisch- — 
nierenschnitte, | nierenschnitte, | 1,5 ccm Leber- 
1,5eem Leber- | 10 cem Phos- |extrakt + 8,5eem Svnth 
extrakt + 8,5 ccm|phatpuffer pj; 7,1] Phosphatpuffer ian U 
Phosphatpuffer (Nieren- Py 7,1 (Extrakt-} 8°°"'° 
Pu 7,1 leerversuch) leerversuch) 
mg-°/, U mg-°/, U mg-°/, U mg-°/, 
Henne 9,0 2,4 0 6,6 
Gans 5,8 2,8 0 3,0 














Diese Versuche beweisen: 

A. DaB die synthetische Bildung der Harnsiure im 
Organismus der Henne und der Gans iiber eine Vorstufe 
verliuft und 

B. daB bei der Henne wie bei der Gans die Bildung 
von Harnsiure aus einer Vorstufe in der Niere statt- 
findet. 

Demnach findet sich sowohl im Verlaufe wie bzgl. 
des Ortes der Harnsiuresynthese zwischen Taube, Henne 
und Gans weitgehende Ubereinstimmung. 


Il. 


Die Umwandlung von Vorstufe in Harnsiure ist an lebendes 
atmendes Gewebe gebunden und kann mit Gewebsschnitten im 
Reagenzglase durchgefiihrt werden. Will man Organe auf ihre 
harnsiurebildende Fahigkeit priifen, sc mu’ man lebende Gewebs- 
schnitte yerwenden. 
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Bei der Taube war nach mehrstiindigem Schiitteln lebender 
Leberschnitte in Phosphatpufferlésung so gut wie keine Harnsiiure 
in der Lésung nachweisbar, etwas mehr bei Verwendung lebender 
Nierenschnitte und der héchste Wert bei Anwendung von lebenden 
Leber- zusammen mit Nierenschnitten. Die Taubenleber bildet 
demnach Harnsiurevorstufe, hat aber nicht die Fihigkeit der Um- 
wandlung derselben in Harnsiiure; nur die Taubenniere ist dazu 
imstande. 

Analoge Versuche bei Hennen sowie bei Giinsen zeigten ein 
anderes Ergebnis. Lebende Leberschnitte allein ergaben schon 
einen verhiltnismiBig groBen Betrag an Harnsiiure in der Lisung, 
die gleiche Menge lebender Nierenschnitte etwa die Hilfte des 
Betrages an Harnsiure. Mit lebenden Leber- zusammen mit 
Nierenschnitten des gleichen Tieres war demgegeniiber ein Harn- 
siiurebetrag in der Lésung nachweisbar, der der Summe der Harn- 
siiurewerte bei getrennt geschiittelten Organen entsprach: 


IL Versuchsreihe: 


A. Uberlebende Gewebsschnitte in 10 ecm Phosphatpufferlésung p,, 7,1 
wurden 4 Stunden in Sauerstoffatmosphiire bei 40° geschiittelt. 


Tabelle IL 





Vermehrung 
Organ in 10 eem Lésung mg-°/, U bei 
Leber + Niere 








430 mg Hennenleber.....-+..... 6,90 
410 mg Hennenniere. . 3,30 
430 mg Hennenleber + 410 mg - Hennenniere 10,50 6 
480mg G&neeleber. ........... 4,10 
410 mg Génseniere. . . de 1 4,10 
430 mg Ginseleber + 410 ng Gtancniace. 7,70 g 


Wenn in diesen Versuchen im Gegensatz zu den Versuchen 
mit Taubenorganen Nierengewebe keinen sichtbaren Eintlui aut 
die Harnsiuresynthese hat, so berechtigt dies Versuchsergebnis 
doch nicht zu der Annahme, daB die Niere bei Henne und Gans 
nicht zur Harnsiuresynthese befihigt ist, konnten wir doch 
diese Fahigkeit der Hennen- und Ginseniere, wie im vorigen 
Kapitel dargelegt, nachweisen. Wir haben das Versuchsergebnis 
damit gedeutet, daB bei der Henne wie auch bei der Gans an- 
scheinend auch die Leber die Fahigkeit der Harnsiuresynthese 
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besitzt und haben versucht, diese Vermutung eindeutig zu be- 
weisen. 

Daher haben wir lebende Leberschnitte — nur diese sind 
zur Harnsiuresynthese fihig — auf Harnsiurevorstufe einwirken 
lassen, welch letztere man durch Schiitteln von Lebertrocken- 
pulver mit Phosphatpufferlisung — wie unter I angegeben — 
erhilt. 


Il. Versuchsreihe: 
B. Leberextrakte (Harnsiiurevorstufe) vgl. Versuchsreihe I. 


Tabelle II. 





400 mg Leber- | 400 mg Leber- = 
schnitte, 1,5 eem|schnitte, 10 cem| 1,5 cem Leber- 
Leberextrakt, | Phosphatpuffer | extrakt, 8,5 ccm Svnth 
8,5 eem Phos- Pu 7,1 Phosphatpuffer cage . 
phatpuffer (Leberleer- | py 7,1 (Extrakt- gebild. U 
Pu 71 versuch) leerversuch) 
mg-°/, U mg-°/, U mg-*/) U mg-"/, 
Henne 6,75 4,70 i) 2,05 
Gans 5,60 4,10 p 1,50 














Weitere Versuche, welche beweisen, da8 lebende Hennen- und Ginse- 
leberschnitte zur Harnsiiuresynthese fiihig sind vgl. Versuchsreihe III. 


Damit ist der Beweis erbracht, daB die Synthese der 
Harnsiure bei der Henne wie bei der Gans an iiber- 
lebendes Gewebe gebunden ist und nicht nur in der 
Niere, sondern auch in der Leber erfolgt. 


Die Tatsache der Fiihigkeit der Leber zur Harnsduresynthese wurde 
fiir den Organismus der Henne inzwischen von Th. Benzinger und H. 
A. Krebs bekanntgegeben.') Die von den genannten Autoren aufgestellte 
Behauptung, da8 beim Huhn nur die Leber in vitro Harnsiure zu bilden 
vermag, besteht nicht zu Recht, wie aus unseren Versuchen unter I hervor- 
geht. Auch die Niere hat bei Henne und Gans ebenso wie bei der ‘Taube 
die Fihigkeit, Harnsiure synthetisch zu bilden. Frisches Nierengewebe 
hat nur deshalb keinen EinfluB auf die Harnsiurebildung in der Leber, da 
die genannten Autoren wie unter II A. lebende Leberschnitte verwandt 
haben. Diese synthetisieren selbst die gesamte in ihr enthaltene Vorstufe 
zu Harnsiure. 


Weiterhin ist durch diese Versuche bewiesen, daf 
auch in der Leber der Henne und Gans wie in der Niere 


*) Klin. Wschr. 12, Nr. 31, 1206 (1933). 
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die Harnsiuresynthese iiber eine Vorstufe verliuft und 
diesbeziiglich Ubereinstimmung mit dem Taubenorga- 
nismus herrscht. 


Il. 
(Mitbearbeitet von A. Miinch.) 


Da im Organismus der Taube, Henne und Gans die syn- 
thetische Bildung der Harnsiiure iiber eine Vorsitufe verliuft, 
war nachzuweisen, ob es sich hierbei immer um die gleiche Vor- 
stufe handelt. Organe, deren Fermentwirkung an lebendes Ge- 
webe gebunden ist, diirften Harnsiure nur aus einer Vorstufe zu 
bilden vermégen, auf die sie fermentspezifisch eingestellt sind. 
Demnach diirften Hennennierenschnitte nur Vorstufe aus Hennen- 
organen, Ginsenierenschnitte nur solche aus Ginseorganen und 
Taubennierenschnitte nur Vorstufe aus Taubenorganen zu Harn- 
siiure synthetisieren kénnen, wenn die Vorstufe bei jedem Tiere 
eine andere ist. Handelt es sich dagegen bei allen drei Tieren 
um die gleiche Vorstufe, so mu8 diese, gleichgiiltig von welchem 
Tiere stammend, mit Organschnitten, die zur Harnsiiuresynthese 
fihig sind, ebenfalls gleichgiiltig von welchem Tiere stammend, 
in Harnsiiure verwandelt werden. Wir haben daher in vorstufe- 
haltigen Lésungen aus Organpulvern verschiedener Tiere mit 
iiberlebenden Leber- und Nierenschnitten von Taube, Henne und 
Gans in mannigfacher Kombination Harnsiiure zu bilden versucht. 


Il. Versuchsreihe. 


Leberextrakte (Harnsiurevorstufe), vgl. Versuchsreihe I. 1,5 cem 
Leberextrakt + 7,5 cem Phosphatpufferlésung py 7,1 wurden 4 Stunden lang 
mit Nieren- bzw. Leberschnitten unter Sauerstoff geschiittelt, Organ allein 


in 10eem Phosphatpufferlésung py 7,1. 
Tabelle IV. 























Extrakt Synthetisierendes Organ | Synth. | , 

y 8 Organ Synthe- 

| allein | allein | + Extrakt] tische U 
Art des Pulvers | / = Art oe oo TT 0/ 
| mg-°/, U | mg-°/, U | mg-*/, U} mg-%, 
Hennenleber. . | 6 410mg f 1,80 3,45 1,65 
Giinseleber . . | i) Taubenniere || 1,70 5,0 3,30 
Taubenleber. . 6 410mg ff} 2,40 5,80 3,40 
Ginseleber . . | g Hennenniere | 2,40 4,80 2,40 
' | ’ , pers 
Taubenleber . 6 430 mg | 6,90 9,35 2,45 
” : Hennenleber)| 420 sae — 
Ginseleber 6 | 4,30 6,50 2,20 
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Tabelle lV (F mini: 




















oxtrs S , Synth. : 

het - he yynthetisire ndes Ongan c Synthe- 

| allein allein j+ a tische U 
Art des Pulvers | a Art ‘ ; " 
| mg-°/, U mg-°/, U . @ mg-°/, 

430 mg Tauben- | 

frischleber . .| i) 410 mg 4,10 6,50 2,40 
Taubenleber. . | 6 Ginseniere ‘ 2,80 5,20 2.40 
Hennenleber. . i) | 2,80 6,70 3,90 
Taubenleber . g | 430 me | 4,10 5,60 1,50 
Re ~~ 6 eects 4,10 5,20 1,10 
Hennenleber. . | Gg | | 4,10 5,60 1,50 


Diese Versuchsergebnisse beweisen, daB es sich bei 
Taube, Henne und Gans um die gleiche Vorstufe fiir die 
Harnsiiuresynthese handelt. 


IV. 

Wir haben endlich noch nachzuweisen versucht, ob bei der 
Henne und Gans wie bei der Taube in der Leber und Niere Vor- 
stufe fiir die Harnsiuresynthese fermentativ gebildet wird. Ks 
gelang dies durch Versuche, wie wir sie zur Klirung derselben 
Frage bei der Taube ausgefiihrt haben.') Da die Bildung der 
Vorstufe bei der Taube aus Leber- und Nierenpulver urnnemtatiy 
erfolet, muB Aufkochen der Pulversuspension Zerstérung des Fer- 
ments verursachen. Es mu daher bei der Extraktion von aut- 
gekochtem Leber- oder Nierenpulver bei gleicher Extraktions- 
dauer im Vergleich zu ungekochter Pulversuspension eine deut- 
lich geringere Menge an Vorstufe nachweisbar sein. Auf Grund 
der im yorigen Kapitel erwiesenen Tatsache, daB die Vorstufe 
bei Taube, Henne und Gans die gleiche ist, fiihrten wir dieselbe 
aus Sparsamkeitsriicksichten (Kostspieligkeit der Beschaffung 
lebender Hennen- oder Giinsenieren) mit iiberlebenden Tauben- 
nierenschnitten in Harnsiiure iiber und bestimmten sie als solche. 
Die Versuche zeigen, daB das Aufkochen der Organpulversuspension 
durch Zerstérung eines Ferments die Neubildung von Vorstufe 
withrend der Extraktion verhindert. 


lV. Versuchsreihe. 


Je 0,5 g Leber- bzw. Nierenpulver in 10 cem Phosphatpufferlésung 
PH ad Ww arden einmal nicht aufgekocht, einmal gekocht, beide 4 Stunden 


1) Diese Z. 291, 209 (1933). 
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lang unter Sauerstoff geschiittelt. Nach dem Filtrieren wurden je 2 cem 
dieser Lésungen mit 8 cem Phosphatpufferlésung py, 7,1 und 250 mg Niere 
4 Stunden unter Sauerstoff geschiittelt. 


Tabelle V. 














Gebildete U Vermehrung - 
; : ; a tenthe synth. gebild. U 
Extrakt Versuchs- in Mg-"/9 vyuanet. dick Sew: 
aus Nr. U bildung von 
Extrakt | Niere Vorstufe 
+ Niere | allein mg-°/, mg-°/, 
ungek 7,71 6,0 
Hennen- | 1. —S— heen 1,64 a 2,70 
arcane gek. 5,01 3,37 
Pulver |] 2, uneek = | igi re 2,64 
gek 5,01 3,37 
k. »D5 7,5 
Hennen- | +e a 2.05 Bad 30 
ain gek. 6,55 4,50 
; ungek. 6,65 4,90 
Pulver . Rod. sina 1.75 “ate 05 
'  gek, 4,60 , 2,85 de 
ngek 4,70 2,9 
Giinse- 1. — Jt 1,80 = 1,15 
tela gek. 3,55 1,75 
Puls > ungek. 5,25 _ 3,20 ‘ii 
~*  gek. 3,65 i 1,60 “a 
; ungek 7,40 . 4,25 a 
rdinse- 3. - 3,1% — 2,70 
bre gek 4,70 as 1,55 
Pulver |] 9, Uneek- a | Sas sc 2,45 
gek 2,80 ; 0,65 














Damit ist erwiesen, daB in der Leber und in der 
Niere der Henne und Gans wie bei der Taube Harnsiure- 
vorstufe, ohne an iiberlebendes Gewebe gebunden zu 
sein, fermentativ gebildet wird. 


Zusammenfassung. 


Untersuchungen iiber die Harnsiiuresynthese im Organismus 
der Henne und der Gans hatten folgende Ergebnisse: 

I. Die synthetische Bildung von Harnsiure lat sich im 
Reagenzglase durchfiihren und in zwei Teilreaktionen trennen, 
in die Bildung einer fiir die Harnsiiuresynthese notwendigen Vor- 
stufe und in die Bildung von Harnsiure aus dieser Vorstufe. 

II. Die getrennte Durchfiihrung beider Teilreaktionen ist 
méglich, da wie bei der Taube 











' 
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a) die Bildung der Harnsiurevorstufe fermentativ erfolgt ohne 
an tiberlebendes Gewebe gebunden zu sein und 

b) die Bildung der Harnsiiure aus dieser Vorstufe an iiber- 
lebendes atmendes Gewebe gebunden ist. 


Ill. Fiir die Vorstufe zur Harnsiiuresynthese konnte nach- 
gewlesen werden, 

a) daB sie wie im Taubenorganismus fermentativ in der Leber 
und in der Niere gebildet wird und 

b) daB es sich um die gleiche Substanz handelt, deren Vor- 
handensein wir im Organismus der Taube nachgewiesen haben. 

IV. Fiir die Bildung von Harnsiure aus Vorstufe, also fiir 
die eigentliche Harnsiuresynthese, konnte gezeigt werden, daf 
diese Teilreaktion in der Niere wie bei der Taube und auBerdem 
in der Leber erfolgt. 


Im chemischen Verlaufe der Harnsiuresynthese 
herrscht véllige Ubereinstimmung im Organismus der 
Taube, Henne und Gans. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
verbindlichst fiir die uns zur Verfiigung gestellten Apparate. 
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Die Unterscheidung des ,, leicht abspaltbaren“ Bluteisens 
vom Hamoglobineisen und vom anorganischen Kisen. 


8. Mitteilung in der Reihe der Eisenstudien.}) 


Von 
Georg Barkan. 





{Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Tartu-Dorpat (Estland.)] 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. September 1933.) 


Ein stiindiger Begleiter des Blutfarbstoffs im strémenden 
Blut ist das ,leicht abspaltbare* Eisen. Eine eisenhaltige Ver- 
bindung (FerrieiweiBkomplex) entsteht nach Starkenstein®) auch, 
wenn anorganische Ferroverbindungen (in vivo oder in vitro) ins 
Blut gelangen. In friiheren Mitteilungen wurde verschiedentlich 
der Nachweis gefiihrt, daB entgegen der Annahme Lintzels’) 
das ,leicht abspaltbare“ Bluteisen nicht durch die Saureeinwirkung 
aus dem Himoglobin abgespalten wird. Eine letzte Mitteilung 
(7. Mitt.) befaBte sich mit der Frage, ob das ,,leicht abspaltbare“ 
Eisen ganz oder teilweise mit Starkensteins Eiseneiweibkomplex 
identisch ist. Eine Identitit dieses Fe-Komplexes mit EK, dem 
durch Kohlenoxyd hemmbaren Anteil des leicht abspaltbaren“ 
Kisens, konnte ausgeschlossen werden. Eine Identitat mit EK’ 
schien unwahrscheinlich, war jedoch noch nicht mit Sicherheit 
abzulehnen. Durch Anwendung des Verfahrens der elektiven 
Adsorption ist es méglich geworden, das ,,leicht abspaltbare“ 
Eisen (KE und E’) von eisenhaltigen anderen Verbindungen im 
Blute qualitativ zu trennen.*) 


I. Trennung des Hb vom ,,leicht abspaltbaren‘** Eisen. 


Von den untersuchten Adsorbentien erwiesen sich als fiir 
den vorliegenden Zweck ungeeignet Talkum, Bolus alba, Kaolin, 
Kieselgur, Tierkohle, Barium- und Magnesiumcarbonat. Befrie- 
digende Resultate wurden mit Aluminiumhydroxyd erzielt. 





1) 6. u. 7. Mitt., Diese Z. 216, 1 u. 17 (1933). 

*) Z. ges. exp. Med. 68, 425 (1929). 

3) Z. Biol. 83, 289 (1925); W. Lintzel u. T. Radeff, Biochem. 
Z. 203, 212 (1928); W. Lintzel, Habilitationsschrift Berlin 1930, S. 10. 

4) Vgl. die kurze Mitteilung in Klin. Wschr. 11, 1050 (1932). 
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Behandelt man Blutlésungen mit einem geeigneten Tonerde- 
priparat, so kann man den Blutfarbstoff adsorbieren, wihrend 
unter passend gewahlten Bedingungen das ,leicht abspaltbare“ 
Eisen unveraindert in der Liésung zuriickbleibt. Durch Wieder- 
holung der Adsorption oder durch Anwendung gréBerer Mengen 
Adsorbens gelingt es, wenigstens bis zu einem gewissen Grade, 
das ,leicht abspaltbare“ Eisen gegeniiber dem Blutfarbstoff in der 
Lésung anzureichern. Erst wenn die Hb-Konzentration der Rest- 
lésung um einen betriichtlichen Bruchteil gesunken ist, findet man 
bei etwa gleichen Adsorptionswerten fiir das Hb auch das ,,leicht 
abspaltbare“ Eisen vom Aluminiumhydroxyd teilweise mitadsorbiert. 

Tabelle 1. 


Verschiedenes Adsorptionsverhalten des Blutfarbstoffs und des ,,leicht 
abspaltbaren“ Eisens bei Behandlung mit Aluminiumhydroxyd. 


Hb in Einheiten nach Sahli 


Fe in Mol x 10—°/eem bezogen auf das unverdiinnte Blut.*) 








| 
} 
| 
| 
| 


























- B22 Vor . ; 
Proto- = bo | Hb} der Nach ein- bezw. mehrmaliger Adsorption 
koll- [2 2S 5 te|bzw.} Ad- _ 
Nr. |2 525 2] Fe | s0rp- cr 
i Sis tion 1 és 3 4 5 6 7 | Oo 
, Hb | 70 44 5 
9 | 
XI, 104) 20 Fe 10,25 | 0,25 | 
- . Hb | 68 | 58 | 43 | 41 
9 | 
XI, 64 " Fe | 0,275 | 0,275/0,275 0,225 | | 
XI. 82 m Hb | 65 | 62 | 50 | 41 | 35] 26 | 20 10 
sy Fe ]0,2 [0,2 0,2 0,2 (>0,15) 0,1250,1 0,075 
XI. 124 5 Hb 66 59 | 51 42 | 36 | 28 21 15 9 
’ Fe | 0,275 | 0,275 0,275 0,275, 0,25/<0,2 0,125,<0,1 0,075 


*) Hier wie in den folgenden Tabellen sind die Angaben iiber den Hb- 
und den Fe-Gehalt stets auf das unverdiinnte Blut bezogen, um einen 
Vergleich zu erméglichen. Die Adsorptionswerte sind aus den stets 
mitverzeichneten Angaben der Adsorptionsmenge je Volumen und der 
Blutverdiinnung, aus der adsorbiert wurde, leicht zu errechnen. 


Die Tab. 1 enthalt Beispiele fiir das verschiedene Ver- 
halten bei der Adsorption an Aluminiumhydroxyd. Eine graphische 
Darstellung, auf die hier aus Griinden der Raumersparnis ver- 
zichtet wurde, liBt die bevorzugte Adsorption des Blutfarbstoffes 
besonders deutlich erkennen, Man gewinnt dabei auch den Eindruck, 
daB das Hb von Anfang an beziiglich des Adsorbens sich iiber 
seiner Siittigungskonzentration befindet. Denn der Hb-Gehalt nimmt 
bei fortgesetzter Adsorption mit gleichen Mengen Aluminiumhydroxyd 
praktisch geradlinig ab. Der Adsorptionswert bleibt also konstant. 
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Um einen Vergleich zu erméglichen, driickt man den Ad- 
sorptionswert (AW) zweckmiBig durch die Menge des von 1 g Ton- 
erde absorbierten Eisens in Mol Fe aus. In dem in der Tabelle 
wiedergegebenen letzten Beispiel adsorbiert im Mittel 1 g Tonerde 
rund 0,036 g Himoglobin. Der Adsorptionswert fiir den Blutfarbstoff 
ist seine AW,,, ~ 2x 1078. Hierbei ist fiir 100 Einheiten Hb 
nach Sahli 14 g Hiimoglobin in 100 ccm Blut und ein Fe-Gehalt 
des Blutfarbstofis von 0,34°/, zugrunde gelegt. Der Adsorptions- 
wert fir das ,leicht abspaltbare“* Bluteisen steigt im Verlauf der 
gleichen Versuchsreihe von 0 auf maximal AW, ,,=3 x 10™% 
(6. Adsorpt.) Man sieht aus den angefiihrten Zahlen, daf unter 
den gewiihlten Bedingungen der Adsorptionswert fiir das ,,leicht 
abspaltbare“ Hisen giinstigstenfalls nur rund */,, von AW,,, ist. 

Wie bei den priparativen Enzymadsorptionen der Will- 
stiitterschen Schule kommt es auch bei diesen qualitativen 
Trennungen sehr darauf an, die geeignete Anfangskonzentration 
der Blutlésung und die passende Menge des Adsorbens zu finden. 
Denn die Konzentration an Hb—EKisen im Blut ist rund 20 mal so 
hoch wie die an ,leicht abspaltbarem“ Eisen. Nimmt man zu 
wenig Adsorbens, so ist die Adsorption des Blutfarbstoffes nicht 
stark genug. Geht man von einer zu verdiinnten Blutlésung aus, 
oder nimmt man zu viel Adsorbens, so kommt die Bevorzugung 
der Hb-Adsorption nicht geniigend zur Geltung (Tab. 2). 


Tabelle 2. 


Mitadsorption des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens bei ungiinstigem Verhiltnis 
Blutkonzentration : Adsorbens. 














Zur Adsorption verwendet i att 
Protokoll- | ee 2p. conan 
e g Aluminium-; Rinderblut- einheiten F e Mol 
Nr. hydroxyd | lésung in der| pach Sahli | * 19 ~/¢¢™ 
auf 100 ccm bincnencnssiad 
— ms 65*) 0,25*) 
XI, 70/74 10 1:5 50 0,25 
30 1:5 22 0,125 
_ | _ 67*) 0,25*) 
XI, 140 20 1:5 38 0,25 
20 1:10 15 0,1 











*) In dieser wie in allen folgenden Tabellen sind in der ersten Quer- 
spalte jedes Versuches jeweils die Hb- und Fe-Werte in der nicht 
mit Tonerde behandelten Lésung angegeben. 
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Natiirlich wurde durch entsprechende Kontrollen festgestellt, 
daB das Aluminiumhydroxyd nicht etwa Eisen abgibt, und daf 
das anfingliche Gleichbleiben der Fe-Werte bei abnehmenden 
Hb-Gehalt also nicht etwa nur vorgetiiuscht wird. 

Zum Beweis fiir den auch qualitativ unversehrten Zustand 
des ,leicht abspaltbaren“ Eisens nach partieller Hb-Adsorption 
diente ferner das Verhalten der Kohlenoxydhemmbarkeit. Wenn 
die Werte fir das ,leicht abspaltbare* Eisen nach der Behand- 
lung mit Tonerde gleich bleiben, so findet man in der betreffen- 
den Blutlésung auch dieselben CO-Hemmungswerte (Tab. 3). Wird 
unter den vorher angegebenen Bedingungen ein Teil des ,leicht 
abspaltbaren“ Eisens mitadsorbiert, so findet man keine charak- 
teristischen Unterschiede zwischen den beiden Fraktionen E und 
E’. Diese beiden Fraktionen, die sich in anderer Hinsicht so 
deutlich voneinander unterscheiden (vgl. auch 6. Mitt.), sind also 
durch Tonerdeadsorption jedenfalls nicht zu trennen. 


Tabelle 3. 


Gleiche Kohlenoxydhemmbarkeit der Eisenabspaltung vor und nach der 
Behandlung mit dem Adsorbens. 





g Aluminium- 





Protokoll- hydroxyd Hamoglobin- Fe Mol x 10~°/ccm 
N auf 100 ecm einheiten |—— | sates 

~ Fs + = Hy > | 6 
Rinderblut nach Sahli unvergiftet nach 


losung 1:5 | CO-Sattigung 











— - 69 0,25 0,1 
8 pon 
At, 64 20 40 0,25 0,1 
, . — 67 0,275 0,075 
7 F ’ ’ 
XVII, 15 10 42 0,275 | 0,075 


II. Verhalten verschiedener Aluminiumhydroxydsorten. 


Im Verhalten verschiedener Tonerdesorten zeigten sich be- 
merkenswerte Unterschiede. Untersucht wurden nach Willstitter 
und Kraut®) hergestellte Priiparate sowie solche des Handels. Am 
vorteilhaftesten erwies sich reines Aluminiumhydroxyd Riedel. 
Es stammte aus einem Vorrat einer hiesigen GroBhandelsfirma 
und stellte ein sehr lockeres, feinkérniges Pulver dar. Mit diesem 
Priiparat sind die meisten der in dieser Arbeit mitgeteilten Ver- 
suche ausgefiihrt. Auch die im vorigen Abschnitt angefiihrten 
Beispiele beziehen sich im wesentlichen auf dieses Priiparat. Eine 


5) Ber. chem. Ges. 56, I, 149 (1923). 
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tell spiiter eigens fir uns von der Firma Riedel bezogene grifere 
” i | neue Sendung verhielt sich adsorptiv gleich. 
ab Hinsichtlich der Elektivitiit erwies sich grundsitzlich iihnlich 

pa ein Mercksches Priparat. Doch war diese Sorte weniger locker. 
Die Adsorptionswerte waren unter sonst gleichen Bedingungen 
stand ‘ ; 7 8 pubs 
' geringer. Um etwa die gleichen Resultate zu erhalten, muBten, 
: sin bezogen auf die gleiche Konzentration der Blutlésung, annihernd 
a doppelt so groBe Mengen Aluminiumhydroxyd angewandt werden. 
ma Eine nach den Vorschriften von Willstaitter-Kraut her- 
Wind gestellte Tonerdesorte D zeigte gute Hb-Adsorption. Aber gleich- 
‘v zeitig wurde, unter im iibrigen gleichen Bedingungen, viel mehr 
AIC i ; 
“ Eisen adsorbiert als von dem Riedelschen und vom Merckschen 
LTak- sas xy: ~y ye os y = 
ne Priiparat. Eine Sorte C nach Willstitter und Kraut erwies 
oe sich vergleichsweise als schlechtes Adsorbens fiir den Blutfarbstoff 
ler und fiir das leicht abspaltbare Eisen. — In der Tab. 4 findet 
_— man eine Zusammenstellung entsprechender Beispiele. 
Tabelle 4. 
Vergleich verschiedener Tonerdesorten. 
der 
g Aluminium- Himoclobi 
: Protokoll- Aluminium- hydroxyd a Fe Mol 
: auf 100 eem einheiten er 
Nr. hydroxyd Rinderblut- | pach Sabli x 1078/ cem 
lésung 1:5 | 
ung eo - 65 0,275 
Merck 40 50 0,275 
XI, 134 Merck 20 58 0,275 
Sorte D 20 39 0,15 
Riedel 20 41 0,25 
— — 90 0,35 
Riedel ,,alt“ 20 48 0,35 
“T 40 Riedel ,,neu“ 20 48 0,35 
XI, 174 Merck 20 63 0,35 
be- Sorte D 20 44 <0,25 
pe . + ” 
bce Sorte C 20 88 0,35 
Am Besonders deutlich zeigt sich die gegeniiber Hb und ,,leicht 
lel, abspaltbarem“ Eisen verschieden stark ausgeprigte Elektivitat, 
ma wenn durch verschiedene Sorten des Adsorbens auf gleichen Hb- 
em Gehalt gebrachte Lésungen einen verschiedenen Gehalt an ,,leicht 
er- abspaltbarem“ Eisen zeigen. Einen solchen Fall findet man im 
en ersten der in Tab. 4 wiedergegebenen Beispiele. Bei praktisch 
ne cleichem Hb-Gehalt (39 bzw. 41) sind fiir Sorte D und fiir das 
Riedelsche Priiparat die entsprechenden Fe-Werte 0,15 bzw. 0,25. 
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III. Verhalten von anorganischem Eisen bei der Tonerdeadsorption. 


Das ,leicht abspaltbare“ Eisen wird, wie aus Abschnitt | 
erkennbar, von Aluminiumhydroxyd Riedel aus der Blutlésung 
schlechter adsorbiert als der Blutfarbstoff. Grundsitzlich anders 
verhalt sich anorganisches Eisensalz. Unter Bedingungen, unter 
denen das ,,eicht abspaltbare“ Bluteisen keine Verinderung er- 
fahrt, wird zur Blutlésung zugefiigtes anorganisches Ferrosalz von 
Tonerde quantitativ adsorbiert. So gelingt es, anorganisches Ferro- 
eisen bzw. die im Blute nach Starkenstein daraus entstehenden 
Verbindungen vom ,,leicht abspaltbaren“ Eisen zu trennen. Die 
folgende Tab. 5 enthilt einige Beispiele (Protokoll-Nr. XI, 110: 
XI, 86). Die Differenz der Zahlenwerte in den beiden letzten 
Stiiben der Tabelle ergibt das in der Liésung vorhandene zu- 
gesetzte Kisen. Wie man sieht, ist nach der Behandlung mit 
Aluminiumhydroxyd diese Differenz 0, d.h. anorganisches Eisen 
in der Lésung nicht mehr vorhanden. 


Tabelle 5. 


Zum Blute und zum Serum zugefiigtes anorganisches Eisen (Ferrosalz) wird 
im Gegensatz zum ,,leicht abspaltbaren“ yom Aluminiumhydroxyd adsorbiert. 




















ae Hiimoglobin- Fe 
Protokoll- |g Aluminiumhydroxyd a etal dca 
: einheiten a : 
Nr. auf 100 cem ee onne __ mut 
Hach anil | Kisenzusatz | Eisenzusatz 
Rinderblutlésung 1:5 Mol x 10~®/eem Blut 
m sie 65 < 0,3 0,65 
XI, 110 | | , 
XI, 11( 20 88 <0,3 | <0,3 
mae me 68 0,275 | 0,6 
XI, 86 20 40 0,275 0,275 
Rinderserum, unverd. Mo] x 10~‘/eem Serum 
—— — _ <02 | 20 
A, 156 4 . <02 | 13 
Pferdeserum, unverd. 
- 2 ~ a >0,1 1,15 
ay ae 10 — >0,1 0,6 











In Tab. 6 sind Versuche zur Gewinnung von Adsorptions- 
kurven zahlenmiBig wiedergegeben. Der Eisenzusatz liegt in der 
GréBenordnung des vorhandenen ,,leicht abspaltbaren“. Selbst 
bei Anwendung von nur 0,5 g Aluminiumhydroxyd auf 100 ccm 
5fach verdiinnter Blutlésung wird noch etwa die Hilfte des zu- 
gefiigten Eisens adsorbiert. Der Blutfarbstoffgehalt der Restlésung 
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zeigt kaum eine Verminderung. Das ,,leicht abspaltbare“ Kisen 
wird selbst von der 10 und 20fachen Menge Adsorbens unter 
sonst gleichen Bedingungen nicht nachweisbar adsorbiert. Der Ad- 
sorptionswert bei einer Restlésungskonzentration an anorganischem 
Eisen von etwa 0,2 x 10—7 Mol/ccm berechnet sich im angefiihrten 


Tabelle 6. 


Adsorptionsverlauf fiir das zugesetzte anorganische Eisen. 
Steigende Mengen Adsorbens. 





Aluminium- " — 
es 8 hydroxyd Himoglobin- Fe Mol x 107~*/cem 
auf 100 ccm einheiten oe 
Nr. Rinderblut- | nach Sahli ohne mit 
lésung 1:5 Eisenzusatz | Eisenzusatz 
| owe 64 0.325 | <0,8 
; 5 59 0,325 0,325 
82 r is f fad : | <4 
XI, 1 10 43 0,325 0,325 
20 29 0,25 0,25 
| —~ 70 < 0,35 0,55 
oe 0,5 69 — 0,45 
XVII, 8 25 67 wi <0,4 
| 5 65 0,35 | 0,35 











Beispiel zu AWy,2¢4 x 107-% Doch ist dies wohl noch nicht 
die Sittigungskonzentration. Immerhin liegt bereits dieser Wert 
in der GréBenordnung der Hb-Adsorption (AWy,~2 x 107°) und 
unterscheidet sich dadurch auffallend vom Verhalten bei der Ad- 
sorption des ,leicht abspaltbaren“ Eisens. Hier wurde, wie vor- 
her erwihnt, maximal AWgyp-~ 3x 1077 gefunden. Auch im 
Serum, das fiir den vorliegenden Zweck als praktisch blutfarbstott- 
frei angesehen werden kann, gelingt auf Grund der Adsorptions- 
analyse die Unterscheidung des ,,eicht abspaltbaren“ vom zu- 
fiigten Eisen (vgl. Tab. 5, Protokoll-Nr. XI, 156 und XI, 161). 

Wieder ergibt die Differenz der Werte in den beiden letzten 
Stiiben der Tabelle das in Lésung befindliche zugefiigte Eisen. 
Selbst bei den in den Beispielen der Tabelle angewandten verhiltnis- 
miBig kleinen Mengen Adsorbens wird annihernd die Hilfte des 
zugefiigten Kisens adsorbiert. 

In rein wiiBriger Lésung wird wie in den Blutlésungen Ferro- 
und Ferrisalz an Aluminiumhydroxyd adsorbiert (Tab. 7). Ferner 
sei erwiihnt, daB nach der Siurebehandlung, also nach erfolgter 
Tonisierung des abspaltbaren Hisens, die Adsorbierbarkeit an das 
Aluminiumhydroxyd sofort deutlich wird. 
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Tabelle 7. 


Vollstiindige Adsorption von Ferro- und Ferrisalz an Tonerde 
in wiBriger Lésung.*) 























g Aluminium- Fe Mol x 10~°/ecem 
Protokoll- hydroxyd einer 
N auf 100 ccm oes 
saa der Eisenlésung | ferroammonsulfat- | Ferriammonsulfat- 
1:5 lésung lésung 
. — 0,275 | 0,3 
XI, 144 “a - | 0, 
™ -— 0,3 | 0,375 
XI, 164 20 O | 0 








*) Die gewihlten quantitativen Verhiltnisse entsprechen denen bei den 
Blutversuchen und ermdéglichen einen unmittelbaren Vergleich. 


Anmerkung. Verwandelt man durch Einwirkung von Hydroxylamin 
den Blutfarbstoff vollstindig in Methimoglobin, so tritt im adsorptiven Ver- 
halten des Blutfarbstoffs keinerlei Anderung ein. Wohl aber hat das ,,leicht 
abspaltbare“ Eisen in einer solchen Blutlésung seinen Charakter verindert. 
Es ist unter sonst gleichen Bedingungen an Tonerde — wenigstens teil- 
weise — adsorbierbar geworden (Tab. 8). Dieser Befund steht in bemerkens- 
werter Analogie zu der Beobachtung von Barkan und Berger’), dab 
unter entsprechenden Umstinden (Einwirkung von Hydroxylamin) das ,,leicht 
abspaltbare“ Eisen ohne Veriinderung seiner Siureléslichkeit nicht mehr 
mit CO und O, reagiert. Da, wie sich jetzt zeigt, auch die Fraktion E’ 
sich yom anorganischen bzw. ionisierten Eisen durch das Verhalten bei der 
Tonerdeadsorption unterscheidet, so kann es sich bei der Hydroxylamin- 
einwirkung nicht um den seinerzeit diskutierten Ubergang 0, E—~> F’ 
handeln. Nach den Ergebnissen der Adsorptionsanalyse ist hiorbei eher an 
einen teilweisen Ablauf der Reaktion O, E——> Fe” bzw. Fe’, also an 
eine Abspaltung, zu denken. 


Tabelle 8. 


Zunahme der Adsorbierbarkeit des ,.leicht abspaltbaren“ Bluteisens 
nach Vergiftung mit Hydroxylamin. 

















g Aluminium-|_ ones 
Protokoll hydroxyd | Hémoglobin- Fe Mol x 107°/cem 
auf 100 ccm | einheiten ee 
Nr. Rinderblut- | nach Sahli , nach Hydroxyl- 
. : eh sabi | unvergiftet 
lésung 1:5 aminzusatz 
> — 58 0,25 0,25 
XI, 118 20 50 0,25 0,15 
ins vi 67 0,275 0,275 
XVII, 14 10 41 0,275 <0,2 





6 ath. f. exper. Path. 136, 
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IV. Ergebnis und Besprechung. 


In der 6. Mitteilung wurde darauf hingewiesen, dab es er- 
forderlich sei, die EKigenschaften des Blutfarbstoffes, des an- 
organischen und des ,,leicht abspaltbaren“ Kisens kennenzulernen, 
um sie miteinander vergleichen zu kénnen. Die friiheren Versuche 
in dieser Richtung werden in der vorliegenden Mitteilung zum 
Abschlu8 gebracht. Durch die Adsorptionsanalyse ist es endgiiltig 
celungen, das ,,eicht abspaltbare“ Kisen sowohl vom Blutfarbstoff 
als auch vom ,anorganischen“ Eisen abzutrennen. Die einander 
ausschlieBenden Ansichten von Lintzel und Starkenstein be- 
ziiglich der Natur des ,leicht abspaltbaren“ Kisens (vgl. 6. Mitt. 
S. 6) erfahren dadurch beide ihre Ablehnung. 

Den zahlreichen, von mir seit langem gefiihrten Beweisen 
gegen die Zugehérigkeit des ,leicht abspaltbaren“ Kisens zum 
Himoglobin fiigten kiirzlich Bansi und Rohrlich’) einen weiteren 
hinzu. 

Im Hinblick auf die wichtigen am Ferriglobulinkomplex durch- 
gsefiihrten Untersuchungen Starkensteins und seiner Mitarbeiter 
ergeben sich gewisse Konsequenzen. Starkenstein ist offenbar 
der Meinung, da8 das von ihm wie yon mir im strémenden Blut 
nachgewiesene Nicht-Himoglobineisen zu jenem Ferrieiweibkérper 
gehért. Nach ihm hatte man es also in der Hand, durch Kisen- 
zufuhr einen normalen Blutbestandteil experimentell zu vermehren. 
Keine der Fraktionen des ,,leicht abspaltbaren* Bluteisens kommt, 
wie nunmehr erwiesen ist, hierfiir in Betracht. Das anorganische 
Kisen bzw. der Ferrikomplex findet sich lediglich im Serum, das 
leicht abspaltbare* Eisen, und zwar auch dessen Fraktion EK’, 
vorwiegend in den Formelementen. Der normale Eisengehalt der 
Blutfliissigkeit ist, wie bereits friiher betont, erheblich niedriger 
als Starkenstein und Mitarbeiter meinen. Aber auch das nor- 
male siiurelésliche Serumeisen unterscheidet sich ebenso wie das 
gesamte ,leicht abspaltbare“ in charakteristischer Weise vom an- 
organischen Eisen oder dem nach Starkenstein daraus nach 
Zufuhr zum Blut entstehenden Ferriglobulinkomplex. Dies geht 
aus meinen friiheren Angaben und aus dieser Mitteilung hervor. 

Es ist daher meines Erachtens zuniichst nicht angiingig, aus dem 
Verhalten des unter experimentellen Bedingungen erheblich ver- 
mehrten Nicht-Himoglobineisens im Blute ohne weiteres Schliisse auf 
den physiologischen Hisenstoffwechsel zu ziehen. Die Bedeutung 





7) Verhandl. dtsch. Ges. f. innere Med., 45. KongreB. S. 350 (1933). 
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der Starkensteinschen Arbeiten in pharmakologischer Hin- 
sicht bleibt davon unberiihrt. 





Fraulein H. Schnee danke ich fiir ihre sehr fleiBige und 
geschickte Hilfe bei der Durchfiihrung der Versuche. 


Experimentelles. 


Behandlung mit Adsorptionsmitteln. Die Lésungen (Blutlésung, 
Serum, Eisenlésung) wurden nach Zusatz der gewiinschten Menge Adsorbens 
in Erlenmeyerkélbchen 5 Minuten mit der Hand geschiittelt und dann 
5 Minuten stehen gelassen. Nach Einfiillen in geriiumige Zentrifugenglischen 
wurde 20—30 Minuten, je nach den Volumenverhiltnissen, bei etwa 3500 Um- 
drehungen zentrifugiert und die klare iiberstehende Flissigkeit abgehoben. 
Sie wurde fiir die notwendigen analytischen Bestimmungen bzw. zur Weiter- 
behandlung mit Adsorbens verwendet. 

Zur Gewinnung von ,,Adsorptionskurven“ wurden in iiblicher 
Weise steigende Gewichtsmengen des Adsorbens je Raumteil der Ausgangs- 
fliissigkeit nebeneinander angewandt. 

Bei der stufenweisen Adsorption wurde bei der Wiederholung 
die Gewichtsmenge Adsorbens je Raumteil Flissigkeit in der Regel bei- 
behalten. 

So gestaltete sich beispielsweise im letzten Versuch der Tab. 1 
(Protokoll-Nr. XI, 122) das Vorgehen folgendermaBen: 80 cem defibriniertes 
Rinderblut wurden durch Verdiinnen mit aq. dest. aufs 5fache himolysiert. 
Es wurde im ganzen 8mal mit 5 g Aluminiumhydroxyd ,,Riedel‘‘ auf 100 cem 
Blutlésung adsorbiert. Die Behandlung erfolgte entsprechend den vorstehenden 
methodischen Angaben. Ausgangsmenge 300 ccm Blutlésung + 15 g Tonerde. 
220 ecm des gewonnenen Zentrifugates Z, mit 11 g Tonerde weiterbehandelt 
und so fort bis zur 8. Adsorption, fiir die schlieBlich 20 eem des Zentri- 
fugates Z, mit 1 g Tonerde zur Verwendung kommen. In der Anfangsblut- 
lésung me in den Zentrifugaten Z,—Z, erfolgte die Himoglobinbestimmung 
und die Bestimmung des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens. 

Zur Himoglobinbestimmung diente das klinisch gebriiuchliche 
Verfahren nach Sahli. Da es sich im wesentlichen nur um Vergleichs- 
bestimmungen handelt, so reicht die Genauigkeit dieser handlichen Methode 
fiir den vorliegenden Zweck aus. Da die Bestimmungen nicht nur im un- 
verdiinnten Blute, sondern hauptsichlich in Blutlésungen vorgenommen 
werden muften, so wurde an Stelle des fiir die Bestimmung im Blut vor- 
geschriebenen Volumens ein entsprechendes Vielfaches davon in das Himo- 
meterréhrchen gefiillt. Fiir sehr weit abgesunkene Himoglobinwerte wurde 
ein entsprechend gré8eres Volumen der Blutlésung genommen und der er- 
haltene Hiimometerwert dementsprechend geteilt. 

Ansitze, Ultrafiltration und Eisenbestimmung, letztere nach 
der Peroxydithermethode, erfolgten im iibrigen ganz allgemein nach den 
friiheren Angaben, ebenso die Vergiftung mit reinem CO fiir die Hemmungs- 
versuche. 

Fir die Hydroxylaminversuche ae die Ansiitze entsprechend 
dem friiheren Vorgehen von Barkan und Berger’) so, dab quantitative Um- 
wandlung des Blutfarbstoffs in Methiimoglobin angenommen werden konnte. 
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Beispiel XVII, 14 der Tab. 8. 


0,1 g reines Hydroxylaminchlorhydrat im 100 cem-MeBkolben in aq. dest. 
gelést, mit etwa 5°/, NaOH gegen Lackmus neutralisiert und zur Marke 
aufgefiillt. 1°/o,ige NH,OH—HCI-Lésung. 

Frisches defibriniertes Rinderblut durch Verdiinnen mit aq. dest. aufs 
5fache himolysiert (I). 20 ccm desselben Rinderblutes + 56 cem aq. dest. 
+ 24cem 1°/,ige NH,OH—HCI-Lésung zur vollstindigen Methimoglobin- 
bildung 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen gelassen (II). 

50 cem von I und von II mit je 5 g Aluminiumhydroxyd ,,Riedel in 
der oben angegebenen Weise behandelt. Die erhaltenen Zentrifugate sind 
die Lisung III bzw. IV. 

Die Himoglobinbestimmung ergibt in Sahlieinheiten (bezogen auf das 
unverdiinnte Blut): 

I II Ii IV 
67 67 42 41 

Die Ansitze zur Fe-Bestimmung erfolgten in I—IV in der iiblichen 
Weise durch Versetzen mit gleichen Teilen 0,8°/,iger HCl-Lésung. Die 
Ergebnisse enthalt Tab. 8. 

Uber den Zusatz von anorganischem Eisensalz zum Blut vgl. 
6. und 7. Mitteilung. 


Zusammenfassung. 


1. Durch das Verhalten bei der Tonerdeadsorption ist das 
leicht abspaltbare“ Bluteisen von anderen im Blute vorhandenen 
oder ins Blut gelangenden eisenhaltigen Verbindungen zu unter- 
scheiden. 

2. Unter Bedingungen, unter denen das ,,leicht abspaltbare“ 
Kisen nicht von Tonerde aufgenommen wird, werden Haimoglobin 
und zum Blute zugesetztes anorganisches Kisensalz stark adsorbiert. 

3. Zwei in der Literatur vorhandene einander ausschliebende 
Ansichten beziiglich der Natur des ,leicht abspaltbaren“ Kisens 
erfahren dadurch ihre Ablehnung. 








Uber Emulsin. XIII. 


Darstellung und fermentative Spaltung von Glykosiden 
des N-Acetyl-glucosamins und der 2-Desoxyglucose. 


Von 
Burekhardt Helferich und Arnd Iloff, 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1933.) 


Zu den Substanzen, deren Spaltbarkeit durch Emulsin be- 
kannt ist, gehéren auch glucosidische Derivate des N-Acetyl- 
glucosamins.') Um fiir die nihere und quantitative Untersuchung 
dieser Spaltbarkeit vom Ejinflub des Aglykons beim Vergleich 
mit den bisher genau festgestellten Emulsinspaltungen frei zu 
werden, ist fiir diese Arbeit das N-Acetyl-phenol-9-d-glucos- 
aminid (I) nach der Methode von Helferich und Schmitz? 
hergestellt worden. Die schén krystalline Substanz ist einiger- 
mafen wasserlislich, so dab die Spaltbarkeit quantitativ unter- 
sucht werden konnte. Das bei der Spaltung entstandene N-Acetyl- 
glucosamin wurde jodometrisch') bestimmt, die Wertigkeit des 
betreffenden Emulsinpriiparats in der friiher angegebenen Weise 
berechnet.’) 

Aus der folgenden Ubersicht geht zuniichst hervor, daB bei 
der Reinigung von ,,Rohferment zu ..Reinferment“*) keine Par- 
allelitiit zwischen f-Glucosidase und der Glucosaminid-spaltenden 
Wirkung besteht. 


























i Von | Werti keits- 
Wertigkeit gegen eee : = 8 
ia Rohferment | Reinferment verhiltnis 
Salicin (8-Glucosidase- 
wert) .... » 1,5 9,9 1/6,6 
N - Acetyl - phenol - #- d- 
glucosaminid. . . 0,12 0,025 1/0,2 


Bei Spaltungsversuchen mit Ferment, das durch Erhitzen ge- 
schiidigt war, ergibt sich weiter, daB auch zwischen der e-Man- 
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nosidatischen Wirkung des Emulsins und seiner Wirkung gegen 
N-Acetyl-#-d-glucosaminide keine Parallelitiit besteht.°) 








weemicns Von Rohterment 
Wertigkeit gegen ; _ nach ee oe ba — 
frisch 46 Stdn. | 1'/, Stdn. verhiltnis 
| auf 45° | = 70° 
Phenol- 
p-d-glucosid . . . 0,44 0,13 | 0,008 1/0,3,0,02 
a-d-mannosid. . . 0,12 | 0,15 | 0,05 1/1,2/0,4 
N - acetyl - 6-d- glu | 
cosaminid . . 0,12 | 0,092 | 0,00 1/0,8/0,0 








Besonders wesentlich scheint es, daB die Wirksamkeit nach 
Krhitzen auf 70° gegen das Glucosaminid = verschwunden 
ist, wihrend sie gegen «-d-Mannosid nur auf ?/, absinkt. Nach 
den frither gemachten Voraussetzungen spaltet also ein von der 
8-Glucosidase und der @-Mannosidase verschiedenes Ferment des 
Kmulsins die Derivate des N-Acetyl-f-d-glucosamins. Auf die 
Unsicherheit dieses Schlusses soll in anderem Zusammenhang 
eingegangen werden. Jedenfalls ist aber zur Zeit die Spaltbarkeit 
von N-Acetyl-giucosaminiden nicht als Beweis fiir die ,,3-Kon- 
figuration am 1-Kohlenstoffatom“ anzusehen.’) 

Der Unterschied zwischen f-Glucosiden und #-Glucosami- 
niden liegt nur am 2-Kohlenstoffatom. Es ist daher wichtig, 
einen weiteren, wesentlich einfacheren Unterschied am 2-Kohlen- 
stoffatom hinsichtlich seines Einflusses auf die Kmulsinspaltbar- 
keit ebenfalls zu untersuchen. Dazu schien die 2-Desoxy-glucose®) 
geeignet. Zwar war schon friiher die ,,Nichtspaltbarkeit“ durch 
Fermente der beiden 2-Desoxy-methyl-d-glucoside gefunden.®) 
Aber auch hier konnte die genaue quantitative Untersuchung und 
der Ubergang zu den durchweg leichter spaltbaren Phenol- 
derivaten*) das bisherige Resultat indern. 

Auf analogem Wege wie bei den Methylverbindungen®) ge- 
lang es, aus dem Triacetylglucal durch Anlagerung von 2Br (IJ), 
Austausch des locker gebundenen Brom gegen Acetyl, Schmelze 
mit Phenol?), Abspaltung der Acetylgruppen (III) und Ersatz des 
in 2-Stellung betindlichen Brom gegen Wasserstoff (mit Natrium- 
amalgam) ein 2-Desoxy-phenol-d-glucosid (IV) zu gewinnen, leider 
aber nur die a@-Verbindung. Auch durch Koatytieven der 2-Des- 
oxyglucose, Umsatz des Tetracetats [Schmelzp. 109—110° (korr.); 
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[@];* = + 109°] mit Phenol in saurer Schmelze?) und Verseifung 
der Acetylgruppen des so entstandenen Tetracetyl-phenol-2-des. 
oxyglucosids [Schmelzp. 87—88° (korr.); [@]?! = + 146°] konnte 
nur die a-Verbindung (IV) gefaBt w erden. 

Herrn Max Bergmann (Dresden) danken wir herzlich fiir 
die Uberlassung von Impfkrystallen der fiir diesen Reaktionsweg 
nétigen 2-Desoxyglucose. 

Recht bemerkenswert ist aber, dab diese e-Verbindung yon 
Emulsin sicher, wenn auch etwas langsam, gespalten wird.’) 

Dagegen konnte beim Phenol-«-d-glucosid-2-bromhydrin weder 
mit Emulsin noch mit «-Glucosidase aus Hefe eine irgendwie 
erhebliche Spaltung festgestellt werden. 

Aus der folgenden Ubersicht geht hervor, daB bei der iiblichen 
Reinigung des Emulsin die spaltende Wirkung auf «-Desoxy-d- 
glucosid nicht mit der #-Glucosidase, wohl aber bei der Schiidi- 
gung durch Erhitzen mit der «-Mannosidase parallel geht. 














Von “Wertigkeits- 
Wertigkeit gegen 5 SRE ie pies 
. Bs Rohferment*) | Reinferment*) verhiltnis 
Salicin . . 0,96 10 1/10 
Phenol-a-d-2- desoxy- 
glucosid .. 0,0002 0,0009 1/4,5 





Von Rohferment 








— : a a oe. 
Wertigkeit gegen ne nails Sekine sadhana 
46 Stdn. auf 45° 
Phenol- 
8-d-glucosid. . . . 0,35 0,14 1/0,4 
w#-d-mannosid . . 0,12 0,12 1/1 
«-d-2-desoxy- glucosid 0,00029 0,0003 1/1 


Unter den friither erérterten Voraussetzungen®) ist also die 


Identitit der @-d-Mannosidase und der ,,@-d-2-Desoxy-glucosidase* 





moglich. 
H H OH /0-OsH, 
I CH,OH)-C - C-C- CH\NH-COCH,)-C¢ 
| HO H H 
a ee 
H H OAc 
II CH,OAc-C - C-C-CH(Br) - CH(Br) 
|AcO H | 
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H H OH H 
Il CH,OH-C.C-C-CHBn- cg 
HO H \o- C,H, 
i! an 
H H OH 
IV CH,OH-C-C-C-CH,- “ 
HO H | So- .C,H, 
avalon’ 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der 
Rockefeller-Foundation danken wir ergebenst fiir ihre wertvolle 
Unterstiitzung bei dieser Arbeit. 


Tetracetyl-phenol-§-d-glucosaminid. 3 ¢g salzsaures Glucosamin 
werden n mit 4g Natriumacetat und 20 ccm Essigsiureanhydrid 
cekocht, das Reaktionsgemisch in Wasser gegossen, nach Neutralisation mit 
Soda mehrfach mit Chloroform ausgezogen und die Chloroformausziige 
nach Trocknen mit Chlorealcium eingedampft. °) 

Der dlige Riickstand (6 g) wird mit 6 g Phenol und 0,1 g p-Toluol- 
sulfosiure*) 1/, Stunde auf dem Wasserbad unter dauerndem Riihren erhitzt, 
die Schmelze ‘dann mit Chloroform aufgenommen, diese Lisung mehrfach 
mit Wasser, mit Natronlauge und wieder mit Wasser gewaschen, mit Chlor- 
calcium getrocknet, zur Trockne verdampft und der krystalline Riickstand 
(1,7 g) einmal aus 50 ccm Benzol, dann dreimal aus je 2,5 Teilen abs. Alkohol 
unkrystallisiert. Schmelzp. 201,5—202° (korr.) nach beginnender Zersetzung 
von etwa 185° an. Die Substanz zeigt die Léslichkeiten der Acetylzucker, 
nur ist sie in Wasser leichter léslich.*) Sie reduziert Fehlingsche Lésung 
erst nach der Hydrolyse mit Siuren. 

3,500 mg Subst.: 7,294 mg CO,, 1,855 mg H,O. — 6,28 mg Subst.: 
1,44 eem n/100-Schwefelsiure (Kjeldahl; nach Dumas pice stets zu 
hohe yore gefunden.’°) 





C.9>H.,0,N (423,2) Ber. C 56,71 H_ 5,95 N 3,31 
Gef. ,, 56,84 ,, 5,938 ,, 3,21. 
Die Drehung in Chloroform ergab 
[a], =— 0,36 x 4,5026 /0,1093 x 1 x 1,474 =— 10°. 


N-Acetyl-phenol-s-d-glucosaminid. Eine mit 160,0 cem n-Natron- 
lauge versetzte Lésung von 2,1 g Tetracetylverbindung in 180 ccm Aceton 
wird nach 16 stiindigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur mit 160,0 eem 
n-Schwefelsiure versetzt, zur Trockne eingedampft, der méglichst trockne 
krystalline Riickstand mehrfach mit absolutem Alkohol ausgezogen; die ver- 
einigten Ausziige werden bis zum dicken Krystallbrei eingedampft und dieser 
nach dem Erkalten abgesaugt (1,3 g). Nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus 80 cem absolutem Alkohol und dreimaligem aus Wasser schmilzt die 
Substanz bei 238° unter Zers. Sie ist leicht léslich in Wasser und Eisessig, 
schwerer in Methanol und Athanol, schwer in Aceton, Benzol und Essig- 
ester, sehr schwer bis unléslich in Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Ather 
und Petroliither. Fehlingsche Lésung wird erst nach der Hy drolyse mit 
Eisessig—Salzsiiure reduziert. 
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Drehung in Wasser: 
[o]2° =— 0,13 X 3,584 / 0,0432 x 2 x 1,0021 =— 5,4° 


3,410 mg Subst.: 7,049 mg CO,, 1,904 mg H,O. — 4,459 mg Subst: 
0,185 ccm N, (16°, 734 mm). 


C,4H,,0,N (297,16) Ber. C5654 H6,44 £1 4,71 
Gef. ,, 56,38 ,, 6,25 ,, 4,73. 


Triacetyl - phenol-«-d-glucosid-2-bromhydrin. Eine Lisung yoy 
50 g Triacetyl-glucal"!) in 163 ecm Eisessig wird mit Brom in Eisessig 
(50°/,) unter Eiskiihlung und Schiitteln bis zur eben bleibenden Gelbfirbung 
versetzt. Verbrauch: nicht ganz 1 Mol Br,. Diese Lésung wird mit 38,4 ¢ 
fein gepulvertem Silberacetat bei Zimmertemperatur geschiittelt, bis, nach 
etwa 5 Stunden, kein Brom in der Lésung mehr nachweisbar ist. Der nach 
dem Verdampfen (unter vermindertem Druck) der abfiltrierten Losung ver- 
bleibende élige Riickstand wird nach mehrmaligem Abdampfen mit Wasser 
in Ather aufgenommen, mit Chlorcalcium getrocknet, und das so erhaltene 
amorphe Tetracetyl-d-glucose-2-bromhydrin durch '1/, stiindiges Schmelzen 
auf dem Wasserbad unter Riihren mit 64 g Phenol und 1,75 ¢g p-Toluolsulfo- 
siure in Triacety]-phenol-glucosid-2-bromhydrin iibergefihrt. Die Schmelze | 
wird in Benzol aufgenommen, mit Wasser, Natronlauge und Wasser ge- 
waschen, mit Chlorcalcium getrocknet und das Benzol unter vermindertem 
Druck verjagt. Das zuriickbleibende Ol krystallisiert beim Verreiben mit 
Alkohol. Aus der alkoholischen Mutterlauge léBt sich durch Acetylieren 
des Riickstandes mit Essigsiureanhydrid und Pyridin eine zweite Portion 
der gleichen Krystalle gewinnen. Gesamtausbeute 18,5 g. Durch 4 maliges 
Umkrystallisieren aus je 3,5 Teilen Methanol erhilt man die Substanz vom 
Schmelzp. 104—106 " (korr.). Die Substanz lést sich in Aceton, Benzol, Chloro- 
form leicht, schwerer in Methanol und Athanol weiter in Ather, Essigester, 
Kisessig wa Tetrachlorkohlenstoff, so gut wie unldéslich in W: asser und 
Petrolither. Sie reduziert Fehlingsche Lésung vor der Hydrolyse schwach, 
nach Kochen erst mit Natronlauge und dann mit Salzsiéure stark. 


Drehung in Chloroform: 
(o]2' = + 3,11 x 3,0197/0,1053 x 1 x 1,470 = + 60,7°% 
8,509 mg Subst.: 6,246 mg CO,, 1,585 mg H,O. — 3,348 mg Subst.: 
1,437 mg AgBr. - 


C,,H,,O,Br (445,1) Ber. C 48,53 H 4,76 Br 17,96 
Gef. ,, 48,55 » 9,05 » 16,21. 


Phenol-«-d-glucosid-2-bromhydrin. Das Acetat lift sich glatt durch 
10 Minuten langes Kochen in Methanol mit einer Spur Natriummethylat 
verseifen. Nach 4 maligem Umkrystallisieren aus 5 Teilen Wasser ist der 
Schmelzpunkt des freien Glucosids 122—124° (korr.). Die Substanz ist leicht 
léslich in Aceton, Methanol, etwas weniger in Athanol, Essigester und Kis- 
essig. In Wasser von Zimmertemperatur lésen sich etwa 1,5°/,. Sie redu- 
ziert Fehlingsche Lisung vor der Hydrolyse schwach, nachher star. 
Durch Kochen mit konz. Salpetersiiure wird das Brom als Ion nachweisbar. 


Drehung in Wasser: 


[a]Z° = + 2,17 x 4,5049 /0,0552 x 2 x 1,004 = + 88,2°. 
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3,464 mg Subst.: 5,753 mg CO,, 1,517 mg H,O. — 3,264 mg Subst.: 
1,914 mg AgBr. 
C,.H,;0;Br (319,03) Ber. C 45,14 H 4,74 Br 25,05 
Gef.  ,, 45,29 5, 4,90 » 24,96. 


Phenol-2- desoxy- «-d-glucosid. 10 g des eben beschriebenen 2-Brom- 
hydrins werden in 500 cem Wasser gelést (Erwiirmen und wieder Abkiihlen). 
Unter dauerndem Einleiten von Kohlendioxyd und unter dauerndem kriftigem 
Riihren werden im Lauf von 10 Stunden portionsweise 490 g 2,5°/,iges 
Natriumamalgam zugegeben. Zum Schlu8 darf kein organisch gebundenes 
Brom mehr in Lésung sein. Die Lésung wird mit verdiinnter Schwefelsiiure 
gegen Lackmus neutralisiert, filtriert, unter vermindertem Druck zur Trockne 
verdampft, der trockne Riickstand mehrfach mit Aceton extrahiert und die 
vereinigten Acetonausziige unter vermindertem Druck zur Trockne verdampft. 
Der zunichst lige Riickstand krystallisiert beim Verreiben mit Wasser 
Ausbeute 0,8 g. Nach 3maligem Umkrystallisieren aus Wasser liegt der 
Schmelzpunkt bei 162—163° (korr.). Die Léslichkeiten sind denen des Brom- 
hydrins iihnlich. Das Glueosid reduziert Fehlingsche Lésung erst nach 
der Hydrolyse. 

Drehung in Wasser: 

[o]}§ = + 0,96 x 3,4899 / 0,0210 x 1 x 1,002 = + 159". 


3,153 mg Subst.: 6,948 mg CO,, 1,944 mg H,0. 
C,.H,,0; (240,1) Ber. C 59,97 H 6,72 Gef. C 60,10 H 6,89. 


Spaltungen des N-Acetyl-phenol-§-d-glucosaminids. 





Sod = jor 

D , Als Sita] x 

mBeelags|~ |?) 2] 3 

. 2 Te a CO] = oid 

Ferment @e°Gieci- i= ro oY 

ee no 2) oO ens ae pad = 

NS ven) = ‘ ~ 3) TP a 

aad Seales it) 

1S ip Niss]/° | 7 

Rohferment*) (§-Glucosidasewert 1,5 [0,267 |[0,0308} 10]1,5 |18 [0,11 
Desgl. 0,250 |0,0308] 21] 3,03]37 | 0,13 
Reinferment*) 6-Glucosidasewert 9,9**) | 0,1147 |0,0306] 134]1,98|24 | 0,026 


Rohferment, nach d. Erhitzen 46 Stdn. 
lang auf 45° @- Glucosidasewert 
29,5°/,, a-Mannosidasewert 12,5°/, [0,223 ][0,0297) 17]1,7 |21 {0,090 

Rohferment, nach d. Erhitzen 1,5 Stdn. 
lang auf 70,0° #-Glucosidasewert 
2°/,, a-Mannosidasewert 439/, . . | 0,180 {0,0318] 60]0,0 | 0,0, — 




















*) Nach Abzug der vom Fermentallein verbrauchten Kubikzentimeter Jod. 

**) Durch besondere Versuche wurde festgestellt, daB die beim Rein- 
ferment vorhandenen kleinen Mengen Silbersulfid oder Schwefelwasserstoft 
keinen EinfluB auf die Spaltbarkeit des Glucosaminids haben. 

Spaltungstemperatur 30,0°. py= 5,0 (etwa m/20-Acetatpuffer). Ab- 
gestoppt wurde durch Zusatz von 20—25 cem Kaliumearbonatlésung (2,5°/, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XI. 18 
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Spaltungen des Phenol-2-desoxy-a-d-glucosids. 




















. 4 . " . aN 
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Rohferment*) aus SiiBmandeln. §-Gluco- 
sidasewert 0,96... ...+2+6-s 1,32 |2280]3,0 [45,5] 0,00029 
Desgl. 1,32 | 4320] 3,68 [55,7] 0,00021 
_ Desgl. 1,32 | 5280] 8,86 [58,5] 0,00018 
Reinferment*), §-Glucosidasewert 10 . . 0,27 | 2520 | 2,38 134.5] 0,0005 
Rohferment (vgl. oben) nach d. Erhitzen, 
46 Stdn. auf 45° §-Glucosidasewert nur 
noch 40°/,, «-Mannosidasewert 100°/, 1,3 2400 | 3,22 148,8] 0,00031 


*) Nach Abzug der durch Fermentlésung allein verbrauchten Kubik- 
zentimeter Jod. 

Substratkonzentration: 0,0198 g¢ Substanz, beim Reinfermentversuch 
0,0208 g Subst. in 3,0 cem und mit 3,0 ccm Fermentlésung versetzt. Tempe 
ratur der Spaltung 30,0°, py = 5,0 (m/20-Acetatpuffer). 
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Uber die Fettsauren der Leberphosphatide 
und des Leberéls von Rana temporaria. 


[8. Mitteilung iiber Phosphatide.})] 


Von 


E. Klenk. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tubingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1933.) 


Die vorliegende Arbeit bringt einen weiteren Beitrag zum 
Vergleich der in den Leberphosphatiden und den Leberélen von 
verschiedenen Wirbeltierklassen vorkommenden Fettsiiuren. Es 
sollte hier an einem Beispiel ermittelt werden, wie die Verhilt- 
nisse bei den Amphibien hegen. Der braune Grasfrosch wurde 
cewiihlt, weil davon gréBere Mengen am leichtesten zu beschafien 
sind. Trotzdem war es nicht méglich, so viel Material zu er- 
halten, daB damit eine einigermafen quantitative Bestimmung der 
Zusammensetzung des Fettsiituregemischs durchgefiihrt werden 
konnte. Kinen Uberblick ither die ungefiihre Zusammensetzung 
cibt die folgende Aufstellung. 











Natur der Fettsiiuren 
Menge. . — 
%/, d. Gesamt- gy Pel RP anrecd 
oT = y j J oes a 1- - 
fettsiiuren , , , arr 
vorwiegend | heit*) 
Phosphatide. 
Fr. d. gesittigten Fettsiuren 25 Ci, 
Fr. d. schwach ungesiitt. Fetts. 42 co. 1—2 
I'r. d. hoch ungesiitt. Fetts. 33 C,, und C,, etwa 3 
Leberdl. 
Fr. d. gesiittigten Fettsiiuren |g: 19 Q: 23 Cis | 
Fr. d. schwach ungesiitt. Fetts. 61 61 | C,, und C,, 1—2 
Fr. d. hoch ungesiitt. Fetts. 20 16 | C,, und C,, etwa 3 








*) Ausgedriickt durch die Zahl der durchschnittlich im Molekiil 
vorhandenen Doppelbindungen. 
‘) 7. Mitteilung: Diese Z. 221, 67 (1933). 
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Das bisher beigebrachte Vergleichsmaterial [vgl. 5. und 6. Mit- 
teilung?)] laBt bereits erkennen, dab trotz weitgehendster Ver- 
schiedenheit der Fettsiuren der Wirbeltierfette in die Leber. 
phosphatide im wesentlichen immer dieselben Fettsiiuren eingebaut 
werden, und zwar so, daB&-— soweit ersichtlich — auch die 
quantitative Zusammensetzung normalerweise nur wenig variiert, 

Die einzigen betriichtlicheren Schwankungen sind im Gehalt an 
Stearinsiure festzustellen. So macht diese Siure bei den Leberphosphatiden 


des Rindes 27°/, der Gesamtfettsiiuren aus; bei den von Etmopterus spinax 
und Rana temporaria findet sie sich kaum mehr als spurenweise. 


Charakteristisch ist vor allem der verhiltnismifig hohe Ge- 
halt an mehrfach ungesiittigten Séuren der C,,...- und C,,...- 
Gruppen, ganz unabhiingig von ihrer An- oder Abwesenheit im 
Reservefett der Hauptdepots. Es kann kaum zweifelhaft sein, dat 
ihr Auftreten an einen allen Wirbeltieren*) gemeinsamen, eigen- 
artigen Vorgang im Phosphatidstoffwechsel gebunden ist und das 
im Zusammenspiel mit iuferen Kinfliissen, wie Erniihrung und 
Kérpertemperatur, durch ihn dann auch die Natur der in den 


Fettdepots abgelagerten Triglyceride bestimmt wird. 
] gelag Sty 


Darstellung des Ausgangsmaterials. 


Zur Verarbeitung kamen die durch Kinlegen in Aceton kon- 
servierten Lebern (ohne Gallenblase) von 454 miinnlichen und 
304 weiblichen Fréschen, die Ende Oktober 1932 gefangen worden 
waren. Das nach AbgieBen der Fliissigkeit mittels einer Fleisch- 
hackmaschine zerkleinerte Material wurde im Soxhletapparat mit 
Aceton erschépfend extrahiert. 

Dabei gingen die Phosphatide zusammen mit dem Fett. voll- 
stiindig in Lésung. 

Dem so extrahierten und getrockneten Material lieBen sich durch Aus- 


kochen mit Chloroform-Methylalkohol (gleiche Volumteile) nur noch Spuren 
von iitherléslichen Substanzen entziehen. 


Der nach dem Abdestillieren des Acetons (gegen Ende unter 
vermindertem Druck) verbliebene Riickstand wurde in Ather auf- 
genommen und die wiBrige Schicht im Scheidetrichter abgelassen. 
Aus der stark eingeengten iitherischen Loésung fillte man den 
Hauptteil der Phosphatide mit Aceton, goB nach dem Absitzen 


der gefillten Substanz die tiberstehende Fliissigkeit ab, destillierte 


*) Uber die Verhiltnisse bei den Avertebraten ist noch nichts bekannt. 
') Diese Z. 209, 112 (1932) und 217, 228 (1933). 
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den dem Aceton noch beigemischten Ather weg und fillte einen 
weiteren Teil der Phosphatide durch Zugabe einiger Tropfen einer 
konzentrierten alkoholischen Lésung von Calciumchlorid. Nach 
Abzentrifugieren des Niederschlags wurde aus der Acetonlésung 
durch Abdestillieren des Lisungsmittels, EingieBen des Riickstands 
in heiBes Wasser und Ausschiitteln mit Petrolither das Leberdél 
sewonnen. Die jetzt noch spurenweise beigemengten Phosphatide 
entfernte man durch Wiederholung der Fiillung mit Calcium- 
chlorid. 

gt: 18,2 g. Hellgelbes Ol. Jodzahl (115 (0,0322 g Subst.: 2,925 ecm 
n/10-Bromlésung). 9: 12,7 g. Dunkelrotes Ol.*) Jodzahl 117 (0,0277 g Subst.: 
2.545 cem n/10-Bromlésung). 30 mg der Ole gaben nach Veraschen mit Soda 
und Salpeter bei der Priifung mit Ammoniummolybdat keine Spur einer 
Phosphorreaktion. 

Die Phosphatidfraktionen wurden zur Entfernung von etwa 
noch beigemengtem Ol in Ather gelést und aus der durch Zentri- 
fugieren geklirten, stark eingeengten Lisung die Phosphatide durch 
Aceton wieder gefillt. Hellgelbe, stark hygroskopische Substanz. 
Dem Sauerstoff der Luft ausgesetzt fiirbte sie sich schnell dunkel- 
braun. ¢: 6,0 g; 9: 7,7 g. 

g: 35,667 (35,435) mg Subst.: 0,0966 (0,0966) g Wigekoérper (P- 3e- 
stimmung nach Embden). — 20,955 (15,690) mg Subst.: 2,64 (1,90) ccm 
n/100-Siure (Mikrokjeldahl nach Preg)). 

9: 40,270 (36,108) mg Subst.: 0,1173 (0,1068) g Wiigekorper. — 21,885 
(21,431) mg Subst.: 2,93 (2,65) cem n/100-Siiure. 


Gef. @&: P 3,03, 3,05 N 1,77, 1,71. Qo: P 3,26, 3,31 N 1,87, 1,74 


Die Fettsauren der Phosphatide. 


Die Spaltung der Phosphatide (insgesamt 13,1 g) und die Zerlegung 
der vereinigten Fettsiuren von ¢ und 9 in die Fraktionen I, II und III 
erfolgte wie friiher’) beschrieben. Fraktion der gesiittigten Fettsiuren (1): 
1,72 g. — Fraktion der schwach ungesittigten Fettsiiuren (II): 2,80 g. Jod- 
zahl 134 (0,0263 g Subst.: 2,77 cem n/10-Bromlésung). — Fraktion der hoch 
ungesittigten Fettsiiuren (III): 2,21 g. Jodzahl 238 (0,0255 g Subst.: 4,79 ecm 
n 10-Bromlésung. 

Die Methylester von I und II wurden sodann durch fraktionierte Destil- 
lation im Vakuum (0,01—0,05 mm Hg) in je zwei weitere Fraktionen (la und 
Ib, Ifa und IIb) zerlegt. Die Methylester von III destillierte man zuniichst 


*) Die starke Firbung riihrt wohl von carotinihnlichen Substanzen 
her, die bei den Weibchen in gréBeren Mengen als bei den Minnchen in 
der Leber sich vorfinden diirften. 

') Diese Z. 209, 112 (1932). 
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ohne zu fraktionieren. Menge des Destillats 1,74 g. Jodzahl 257 (0,0235 ¢ 
Subst.: 4,75 cem n/10-Bromlésung). Die Substanz wurde hydriert und nun 
das Hydrierungsprodukt durch fraktionierte Destillation in die beiden Frak 
tionen IIfa und IIIb zerlegt. 











Methylester (IIT hydr.) 








Freie Siiuren (II und III hydriert) 


























on : sapere degen Aquiv.- 
| Aus Aceton ' 
| ie oo drovdialiateat Gew. 
Menge|Schmelzp.| Jod- {Schmelzp., Aquiv.-| UMXrystalisier 
e °C | zahl me Gew. Schmelzp. Aquiv.- ber 
| | °C | Gew. 
Ta] 0,48 | 27,5-28,5 | 4,3] 60-60,5| 254 62-62,5| 255 | C,,H,.0, 
b] 0,94 | 23-24 | 4,3] 58-59 261 59-60 | 260 256,3 
Ila] 1,44 | flissig /119 63-64 283 65-66 281 | C,,H,,0, wie 
b} 0,96 | ~ | 184 62-63 301 | 64,5-65,5 |) 302 284,3 
| 
ila} 0,51 36-37 | 58-59 290/290 64-65 | 303 | C,,H,,0, 
| | 312.4 
b] 1,09 | 42-43 | 64-65 312 313 70-71 | 319 | C,,H,,0, 
| | 340,4 
Ia | Ib | Ia | IIb Ila IIIb 3 
a sins = eae 9 
Einwage, mg Substanz. 
10,0 | 10,0 | 33,5 | 32,4 | | 
Verbrauch, cem n/10-Bromlésung. 
0,034 | 0,034 | 3,145 | 4,71 | | 
Einwage, mg Substanz.*) 
48,2 47,0 55,2 55,4 49,2/50,4 51,2/52,6 
(49,0) (47,6) (52,2 (56,9) (53,6) (56,1) 
Verbrauch, cem n/10 alkoholische Lauge. 
1,90 1,80 1,95 1,84 1,695/1,74 1,64/1,68 
(1,92) (1,83) (1,855) (1,885) (1,77) (1,76) 

















Die aus Aceton umkrystallisierte Siure IIb (Schmelzp. 70—71°) gab 
mit n-Eicosansiiure (Schmelzp. 73—73,5°) im Verhiiltnis 1:1 gemischt keine 
Schmelzpunktsdepression. 


*) Die eingeklammerten Zahlen beziehen sich auf die aus Aceton 


umkrystallisierte Substanz. 
1) B6mer in Abderhaldens Handb. biol. Arbeitsmeth., Abt. I, Teil 6, 


S. 471. 


Die Fettsauren des Leberdls. 


In Verbindung mit der Gewinnung der Fettsiuren wurde eine 
Glycerinbestimmung nach Shukoff und Schestakoff!) durch- 
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cefiihrt. Bei der dann auf die iibliche Weise erfolgten Zerlegung 
der Siiuren in die Fraktionen I—IIT ging das im Leberél ent- 
haltene Unverseifbare in die Fraktion III iiber. Zur Abtrennung 
der Siuren léste man die Substanz in einem Gemisch von gleichen 
Teilen Petrolither und Ather und schiittelte wiederholt mit wiiBrig- 
methylalkoholischer Lauge aus. Den vereinigten wiBrig-alkoho- 
lischen Lésungen wurden sie dann nach dem Ansiiuern durch 
Ausschiitteln mit Petrolither entzogen. Das Unverseifbare, das 
in der Hauptsache aus Cholesterin bestand, erhielt man aus der 
iitherisch-petrolitherischen Lésung durch Abdampfen des Lisungs- 
mittels. 

















tO Oy, 
} 


| Fr. d tel Fr. der Fr. der Unver- 
Leber- r. der gesattigten schwach hoch un- | geifbares 
él Fettsiiuren (I) ungesittigten | gesiittigten 





cn, i aE es, iy way | —- ——— 
g |Menge Schmp.| Jod- | Menge | Jod- Menge | | Jod- | ., Io, 
g | °C | zahl g | zahl g | zahl | © | 8 








13,25] 1,96 | 52-53 | 20,0 | 6,26 | 122 | 2,04 209**) 2,1 16 ]0,888) 6,7 

















Fettsiiuren (IT) aie _Menge Menge 


Glycerin 


11,65 | 2,03 | 52-53 | 22.7 | 5,47 | 127 1,38 | 282 |2,04| 17 0,805) 6,9 








Einwage, mg Substanz. 
438 | 250 | 22,6 j| 280 | 16,9 | 21,8 


Verbrauch, cem n/10-Bromlésung. 
0,69 | 2,40 | 3,72 | 0,50 | 1,685 | 4,85 


Fiir die weitere Untersuchung wurden die entsprechenden Fraktionen 
von ¢ und @ vereinigt. Ia, Ib, Ila, I[b und IIc erhielt man wieder 
durch fraktionierte Vakuumdestillation der Methylester. Bei III wurden die 
Methylester, ohne zu fraktionieren, destilliert. Menge des Destillats 2,65 g. 
Jodzahl 258 (0,0206 g Subst.: 4,185 cem n/10-Bromlésung). Die Substanz 
wurde hydriert und nun das Hy drierungsprodukt durch Umkrystallisieren 
aus Alkohol in die beiden Fraktionen IIIa und IIIb zerlegt, I{[b war der 
auskrystallisierte, IIIa der aus der Mutterlauge gewonnene Teil. 


*) °/, des Leberdls. 
**) Die niedere Jodzahl ist durch unvollstindige Abtrennung von 
Cholesterin verursacht, das nach lingerem Stehen auskrystallisierte. 
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Methylester (III hydriert) Freie Siuren (II und III hydriert) 
. , | aus Aceton umkryst. 
Menge | Schmelzp. | Jod- | Schmelzp. | Aquiv.- | a "i -E E E 
_ een Gew. | Schmelz. | Aquiv.- 
g Cc | °C | *© | Gew. 
Ia] 2,26 | etwa22 | 83] 58-59 | 254 | 61,5-62 256 
b 1,60 fliissig {| 27,9 48-49 269 | 56-57 265 
a | 
: Haj] 298; , | 8 53-54 262 | 58-59 269 
< | - » - - | a > 
b] 6,63 | e | 116 65,5-66,5 278 | 68,5-69 283 
c 1,54 | 99 | 188 61-62 301 | 64-65 299 
| | 
Ila | 1,34 | 38-35 | 56-58 294 | 63-64 299 
bf} 1,15 | 46-47 | 68-69 322 | 70-71 325 











2 | wm | mo | om | oe | ma | om 





Einwage, mg Substanz. 
65,4 | 35,5 | 20,5 [| 19,2 | 228 | | 


Verbrauch, ccm n/10-Bromlésung. 
043 | 0,78 | 1,44 | 1,755 | 3,38 | | 


Einwage, mg Substanz.*) 











46,5 48,7 45,0 53,4 54,1 48,5 | 53,5 
(44,9) (46,8) (50,7) (54,6) (42,5) (51,5) (51,5) 


Verbrauch, cem n/10-alkoholische Lauge. 








1,83 1,81 1,72 1,92 1,80 1,65 1,66 
(1,755) (1,765) (1,885) (1,93) (1,42) (1,72) (1,585) 


Uber das Fett des Fettkérpers von Rana temporaria. 
Von 
E. Klenk. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1933.) 


Im folgenden werden erstmals die Fettsiuren eines Amphibien- 
fettes genauer beschrieben. Fiir den hier untersuchten Fall wurde 
nachfolgende Zusammensetzung gefunden (vgl. Tab. nichste Seite). 

Demnach gleicht das Temporarierfett sehr weitgehend dem 
Fett von Sii8wasserfischen, von welchem Lovern!) vor kurzem 


*) Die eingeklammerten Zahlen bezichen sich auf die aus Aceton 


umkrystallisierte Substanz. 
1) Biochemie. J. 26, 1978 (1932). 











en- 


rde 
te). 
em 
em 


fon 








Uber das Fett des Fettkérpers yon Rana temporaria. 265 











Gesiittigte Ungesiittigte Fettsiiuren 
Feitsiuren. Pal oe 7 FA 
—— Menge in ° | Grad der 
4 | os . ° 
Menge in °/, 5 ° | Ungesiittigtheit*) 
ek ae & 4 4 Spur? | 
Be ck. os 11 15 1,0 
——— 3 52 1,6 
} 
om taeer 15 etwa 3**) 
/22 . 7 . 








festgestellt hat, daB es nach der Zusammensetzung des Fettsiiure- 
gemischs eine Mittelstellung einnimmt zwischen den Fetten der 
Landsiiugetiere und denen der Seefische. Wie dort ist auch hier 
eine einfach ungesiittigte Saiure der C,,...-Gruppe, die mit der 
Palmitoleinsiiure der Fischtrane identisch sein diirfte, in betriicht- 
lichen Mengen angetroffen worden. Die Siure ist also nicht 
nur bei den Fischen, sondern offenbar auch bei den andern 
poikilothermen Wirbeltieren weit verbreitet. Lovern nimmt an, 
daB sie aus der Palmitinsiiure durch Dehydrierung entsteht. Es 
scheint mir, daB vor allem noch eine andere Méglichkeit in Betracht 
gezogen werden muB. 

Nachdem man heute weiB, daB in den Mono-amino-phospha- 
tiden der Wirbeltiere ganz allgemein und in den ‘Triglyceriden 
sehr hiufig eine ununterbrochene Reihe von ungesiittigten Siuren 
mit gerader Kohlenstoffzahl vorhanden ist, so wie das fiir die 
natiirlichen Gemische von. gesiittigten Fettsiuren schon lange 
bekannt ist, wird man damit rechnen miissen, da’ auch die un- 
sesittigten Fettsiuren nach dem alten, gut bewahrten Schema der 
6-Oxydation abgebaut werden. Da nun die Siiuregruppe mit der 
lingsten Kohlenstoffkette (C,,...) den am stirksten ungesiittigten 
Charakter besitzt und mit Abnahme der Kettenliinge auch der 
ungesittigte Charakter regelmaBig abnimmt, so diirfte hier die 
8-Oxydation derart erfolgen, daB dabei die Zahl der Doppelbin- 
dungen vermindert wird.***) Auf diese Weise wiirde dann z. B. die 





*) Ausgedriickt durch die Zah] der durchschnittlich im Molekiil vor- 
handenen Doppelbindungen. 

**) Die Gruppe der C,, ...-Siiuren ist stirker ungesiittigt als die der 
C,) ...-Sduren. 

***) Etwa so, dab sich primir eine «-f-ungesiittigte Siure durch Ver- 
schiebung der Doppelbindungen bildet. 

Diese Ansicht iiber die Art des Abbaus der ungesittigten Fettsiiuren 
findet auch eine Stiitze in einem Befund von Knoop [Hofm. Beitrige 6, 
150 (1905)], wonach Phenylisocrotonsiure C,H,-CH:CH-CH,-COOH im Tier- 
kérper zu Phenylessigsiure abgebaut wird. 
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Clupanodonsiure C,,H,,O, tibergehen in Arachidonsiure C,,,H,,0,, 
die Olsiiure in Palmitinsiure und die Palmitoleinsiure C,,H,,0, in 
Myristinsiure C,,H,,O0,. Ganz entsprechend kénnte auch die Palmit- 
oleinsiiure aus den meist gleichzeitig vorhandenen mehrfach un- 
gesiittigten Siuren der C,,...-Gruppe entstehen. 

Im vorliegenden Fall ist das Vorhandensein einer 2- und einer 3fach 
ungesiittigten Fettsiiure der C,,...-Gruppe nachgewiesen worden. Nach dem 
Schmelzpunkt der Polybromide handelte es sich um Linol- und Linolensiiure, 
Auffallend ist das Vorkommen der in den tierischen Fetten scheinbar sehr 
seltenen Linolensiiure. 

Die Tatsache, daB die Palmitoleinsiure sich im Fett der 
Warmbliiter in der Regel nicht anreichert, diirfte auf den durch 
die héhere Kérpertemperatur bedingten lebhafteren Stoffwechsel, 
wobei ein schneller, weiterer Abbau der Siiure erfolgt, zuriickzu- 
fiihren sein, so wie dies auch fiir die héher ungesiittigten Fett- 


siuren der C,,...- und C©,,...-Gruppen anzunehmen ist. 


Das Material stammte von denselben Herbstfréschen, welchen auch die 
in der vorangegangenen Untersuchung verarbeiteten Lebern entnommen waren. 
Die Fettkérper wurden zunichst zusammen mit den Testikeln bzw. Ovarien 
herauspripariert, dann erst von diesen abgetrennt und in Aceton aufbewahrt. 

Die Gewinnung des Fettes erfolgte nach AbgieBen des Acetons 
durch Extraktion mit Ather im Soxhletapparat. Zusammen mit 
den im abgegossenen Aceton gelisten Anteilen wurden so aus 
den Fettkérpern von 454 Minnchen 80 g, aus den von 304 Weib- 
chen 50 g eines hellgelben Ols erhalten (Menge des nach der 
Atherextraktion in der Hiilse zuriickgebliebenen Riickstands 6,0 
baw. 6,5 g). Die Ole waren praktisch phosphorfrei. Je eine Probe 
der beiden Ole wurde zum Vergleich verseift und die Fettsiuren 
nach Twitchell’) in die festen und fliissigen Anteile getrennt. 
Dabei haben sich bei den beiden Geschlechtern keine merkbaren 
Unterschiede ergeben. 











» OF A") 

















4 Gesamt- ——— . ~ Flissige” Glyce- 
Ol (a) fettsiiuren (b) Feste Sduren (c) Siiuren (d) rin 
Menge, Jod- |Menge Jod- |Aquiv.-|Menge Schmp. | Jod- |Aquiv.- Menge! Jod- | Menge 
¢ jzahl| g | zahl| Gew. g | °C | zahl| Gew. g | zahl}| g 
30 | 118 | 2,84/130/| 274 | 0,42 | 55-56 | 2,8 | 256 | 2,10 | 150 
3.0 | 120] 2,85 | 127] 276 | 0,44 | 55-56 | 3,2 | 259 | 2,10 | 151 | 0,315 
') A. Griin, Analyse der Fette und Wachse. J. Springer, Berlin 
1925, S. 22 
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gi: a | b | ¢ | d | QO: a | b | c d 
EKinwage, mg Substanz. 
22.6 | 21,4 | 31,3 | 188 | 214 | 192 | 27,8 | 20,8 
Verbrauch, cem n/10-Bromlésung. 
210 | 2,20 | 0,07 | 2,22 | 202 | 1,92 | 0,07 | 2,47 
Einwage, mg Substanz. 


| 43,7 ¢.a7 | | | 35,1 | 44,1 = | 
Verbrauch, cem n/10-alkoholische Lauge. 
| 1,52 | 1,63 | | | 1,27 [| 1,70 | 


Zur weiteren Untersuchung wurden die aus 114 ¢ - ver- 
einigten Ole dargestellten Fettsiuren durch Kochen mit D°/,iger 
me thylalkoholischer Schwefelsiiure verestert und die Methylester 
(durch Ausschiitteln mit Petrolither gewonnen) im Apparat von 
; antzen und Tiedcke?) bei 0,01—0,05mm Hg fraktioniert destilliert. 





























Methylester Hydrierte Siiuren | 
| | Aus Aceton Sel | 
eos a Schmp. Aquiv.- 
Menge Jod- | Schmp.  Aquiv.- |_ umkrystallisiert | | tow 
| zahl | Gew. | Schmp. Agquiv.- | 
g ai | *©€ | Gew. °C | ber. 
l | 
| | C,4H,,0 
l 6,5 | 34,0144,5-45 | 237 54 ” 998.3 
2 8,5 | 54,0157,5-58 | 256 | 61-61,5 257 CioH20; . 
8 9,9 | 62,3] 56-56,5) 261 | 62,5 256,38 
4] 9,9 | 74,8157,5-58 | 267 | 
5] 11,5 | 94,9] 62-625} 277 
6 98 | 115 ]67,5-68 | 282 | | CisHs,0¢ 
7{ 10,6 | 128 |68,5-69 284 69,2 | 2843 
8 | 10,2 | 134 68-68,5| 287 | 69-69,5 | 284 | 
9] 10,6 | 143 |65,5-66 | 288 | CoplegOe 
10] 9,7 189 | 63,5-64 302 74,8-75,1| 312,4 
11 5,1 | 208 | 65,5-66 307 | C,~H,,0, 
12| 41 | 237 |J6s5-69 | 319 | | 80-80,5 | 340,4 
See E. & 4 t | 5 | 6 | 7 | s | 9 | 10 | 11] 12 


~ Einwage, mg ‘Substanz.. 


10,6 138,9 [22,4 | 20,2 [21,4 [18,8 [16,7 |] 15,3 [14,5 |23,7 [18,1 | 15,1 


Verbrauch, cem n/10-Bromlésung. 
0,82] 1,655] 1,10 | 1,19] 1,60] 1,70 | 1,69] 1,62 | 1,635] 3,52 | 2,96] 2,82 
Einwage, mg Substanz. 


13.2 [44,8 143.7 |46,8 ]57,3 [48,7 ]46,9 | 49,8 ]47,0 [49,3 51,5 [54,7 


(47,5) (47,6) 
Verbrauch, cem n/10-alkoholische Lauge. 
182] 1,75 | 1,675] 1,75] 2,07] 1,725] 1,65] 1,735 | 1,63 | 1,635] 1,68] 1,715 
(1,85) (1,675) 



































1) J, prakt. Chem. 127, 277 (1930). 
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Die Ester gingen bei einer Badtemperatur von 190—240° iiber. Die Frak 
tionen 10—12 wurden durch Destillation des in der Apparatur verbliebenen 
Riickstands im Claissenkolben erhalten. Die Fraktionen 1—9 waren farblose, 
die Fraktionen 10—12 schwach gelb gefiirbte, leicht fliissige Ole. Riick- 
stand 2,0 g. Die Menge der hydrierten Siiure aus je 1 g Ester der Frak- 
tionen 1—12 betrug 0,88—0,93 g. 

Die C,,-..-Saéuren. Fraktion 1 wurde in einem kleinen Frak- 
tionierkélbchen nochmals fraktioniert destilliert. Niedrig sieden- 
der Teil 2,44 ¢. Jodzahl 25,8 (0,0477 g Subst: 0,97 ccm n/10- 
Bromlisung). Daraus freie Siiure. Aquiv.-Gew. 228 (0,0312 g Subst. 
1,37 ccm n/10-alkohol. Lauge). Die verhiltnismibig hohe Jodzahl 
lieB darauf schlieBen, dai neben der Myristinsiure noch eine 
ungesiittigte Siiure der C,,...-Gruppe vorhanden war. Der Versuch, 
sie zu isolieren, fihrte jedoch zu keinem ganz eindeutigen Er- 
gebnis. 

Die nach Twitchell erhaltene fliissige Siiure hatte die Jodzahl 79 
(0,0263 g Subst.: 1,63 cem n/10-Bromlésung) und das Aquivalentgewicht 234 
(0,0511 g Subst.: 2,18 cem n/10-alkohol. Lauge). Die Hydrierung ergab dann 
eine keineswegs einheitliche Siiure vom Schmelzp. 39—40°. 

Die C,,...-Sdéuren. Die Trennung des aus 7 g der Methyl- 
ester der Fraktion 2 erhaltenen Siiuregemisches nach Twitchell 
fiihrte zu der festen Palmitinsiiure (2,7 g. Schmelzp. 59,5—60° 
bzw. 62 —62,5° fiir die umkrystallisierte Substanz) und der fliissigen 
Saure C,,H.,0,. 

0,0456 g Subst.: 0,09 cem n/10-Bromliésung. — 0,0447 ¢ bzw. 0,0464 g 
Subst.: 1,76 bzw. 1,82 cem n/10-alkohol. Lauge. 

Gef. Jodzahl 2,5 Aquiv.-Gew. 254 bzw. 255. 

0,0166 g Subst.: 1,33 cem n/10-Bromlésung. — 0,0492 g Subst.: 1,94 cem 
n/10-alkohol. Lauge. 

C,¢H3 02 Ber. Jodzahl 100 Aquiv.-Gew. 254,3. 
Gef. » wwe ‘s 254. 

Auf Grund der Jodzahl von Fraktion 2 bestehen die C,,...- 
Siuren zu 43°/, aus Palmitinsiiure und zu 57°/, aus der Siure 
C, gH 3,9,. 

Die C,,...-Sduren. In einer Probe der Fraktion 8 bestimmte 
man durch Trennung in feste und fliissige Fettsiuren nach 
Twitchell den Gehalt an Stearinsiiure. 2,0 g Fettsiituren gaben 
0,10 g Stearinsiure. Schmelzpunkt der umkrystallisierten Substanz 
68—68,5°. Die C,,...-Siuren bestehen demnach zu 5°/, aus Stearin- 
siure und zu 95°/, aus ungesiittigten Siiuren. Aus der Jodzahl der 
Fraktion 8 (128) ergibt sich dann fiir die Methylester der un- 
gesiittigten Fettsiiuren die Jodzahl 134. 
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Zur naiheren Charakterisierung der ungesiittigten Siiuren wurde 
das Siiuregemisch aus 8,5 g Ester der Fraktion 7 bromiert.') 
a) Atherunléslicher Bromkérper. 1,1 g. Die unter Entfernung 
yon Spuren einer unléslichen Beimengung aus Benzol umkrystalli- 


sierte Substanz schmolz bei 180°. Schmelzpunkt des Hexabromids 
der Linolensiiure 179°. 

3,310 mg Subst.: 2,104 mg Brom. 

C,,H,.Br.0, Ber. Br 63,32 Gef. Br 63,6. 

Die Entbromung von 0,9 g des nicht umkrystallisierten Brom- 
kirpers fihrte zu 0,31 g ungesittigter Siure. Jodzahl 251 (0,0171 ¢ 
Subst.: 3,88 cem n/10-Bromlésung). Daraus durch Hydrierung 
0,26 g Stearinsiure vom Schmelzp. 66,5—67°. Adquiv.-Gew. 288 
(00441 g Subst.: 1,53 com n/10-alkohol. Lauge). 

b) Atherlislicher Bromkérper. Die Substanz wurde mit dem 
entsprechenden Bromkérper aus 7,5 g Ester der Fraktion 8 ver- 
einigt. 2,05 g. Nach je einmaligem Umkrystallisieren aus einem 
Gemisch von Essigester—Benzin und Ather—Benzin, wobei man 
kleinere Mengen einer unléslichen Beimengung entfernte, ver- 
blieben noch 0,56 g vom Schmelzp. 111,5—112°. Schmelzpunkt 
des Tetrabromids der Linolsiure 114°. 

3,531 mg Subst.: 1,933 mg Brom. 

C,,Hs.Br,0, Ber. Br 53,28 Gef. Br 54,7. 

Der zu hohe Bromgehalt diirfte auf eine schwer zu ent- 
fernende Beimengung von Hexabromid zuriickzufiihren sein; daB 
aber im wesentlichen das Tetrabromid der Linolsiiure vorlag, dar- 
iiber kann kaum ein Zweifel bestehen. 

c)Petroliitherléslicher Bromkorper. Zihfliissiges,gelbes Ol. 7,2 g. 
Nach Entbromung und Abtrennung kleinerer Mengen Stearinsiiure 
wurde die fliissige, ungesittigte Siiure (Jodzahl 119. 0,0222 g Subst.: 
2,08 com n/10-Bromlésung) in das Bariumsalz iibergefiihrt und 
dieses aus 5°/, Alkohol enthaltendem Benzol umkrystallisiert. 
Die daraus wieder zuriickerhaltene freie Siure war ein farbloses 
Ol, das wie Olsiure beim Abkiihlen in Eis grob krystallin er- 
starrte. Doch lag nach der etwas zu hohen Jodzahl noch keine 
ganz reine Olsiiure vor. 

0,0214 g Subst.: 1,66 eem n/10-Bromldésung. 

C,,H;,0, Ber. Jodzahl 89,9 Gef. Jodzahl 98. 
Die C,,...- und C,,...-Sduren. 1,0¢ der Fraktion 12 wurden 





bromiert. 





1) Diese Z. 206, 32 (1932) und 217, 232 FuBnote (1933). 
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a) Atherunléslicher Bromkérper. 0,7 g. Schmelzp. 245° unter Zers. 
3,602 mg Subst.: 2,454 mg Brom. 
C,,H,,Br,0, Ber. Br 66,77. 
C.,H;,Br,,0, Ber. ,, 69,90 Gef. Br 68,1 
Es spricht alles dafiir, daB hier ein Gemisch der Polybromide der 
Arachidonsiiure- und Clupanodonsiure-methylester vorlag. — b) Atherlislichey 
Bromkérper. 0,93 g. — ce) Petrolitherlislicher Bromkérper 0,90 g. 


Menge der Methylester in g. 





1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 } 11 12 |Summe 









































Lins Skule 4,26 d 920 
as - 2,2418,5/8,10] 5,88] 2,79} 0,74 28,25 
) ae 1,80} 4,02]8,71]9,06 | 10,6] 10,2] 9,12]3,40]0,91 57,82 
Cy. - - 1,48] 6,30] 4,19] 3,07] 15,04 
C 1,03] 1,03%) 


*) Der gefundene Wert ist sicher zu klein, da die Fraktionen 10—12 
ohne Anwendung einer Fraktionierkolonne iiberdestilliert worden waren, 
so daf auch in Fraktion 11 noch kleinere Mengen der C,,...-Siiuren sich 
vorgefunden haben diirften. AuBerdem sind wohl infolge des stark un- 
gesiittigten Charakters und des hohen Siedepunkts wiihrend der Destillation 
gewisse Verluste durch Polymerisation eingetreten. 


Besonderen Dank schulde ich Herrn Prof. Harms fiir seine 
Beratung und Unterstiitzung bei der Sammlung des Ausgangs- 
materials. Ebenso danke ich auch Herrn Kollegen Stolte, Fri. 
Dr. Lieber und Herrn Dr. Hirle fiir die Mithilfe bei dem auf 
die Dauer etwas miihsamen Herauspriiparieren der Organe. Die 
vorstehenden 2 Untersuchungen wurden ausgefiihrt mit Mitteln, 
welche die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Ver- 
fiigung gestellt hat. 
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Apparat zur Milchsaiurebestimmung. 


Von 
Hans J. Fuehs. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Tierirztlichen Hochschule Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1933.) 


Die Acetaldehydmenge ist bei allen bisherigen Methoden, wo 
die Milchsiure im sauren Milieu mit Kaliumpermanganat oxy- 
diert wird, bisher noch niemals quantitativ erfabt worden. Die 
Verbesserungen der urspriinglichen Methode von v. Fiirth-Char- 
nass!), wie sie von Hirsch-Kauffmann’) und Embden’®) an- 
gegeben wurden, sowie die weitere Vervollkommnung seitens 
Friedemann-Cotonio-Shaffer‘) fithrten ebenfalls nicht zu 
100°/,iger Aldehydausbeute. 

Auf der Grundlage der letztgenannten Methodik haben Lieb 
und Zacherl*) weitere Verbesserungen der Apparatur mitgeteilt, 


die aber — wie viele Versuche mit der Originalapparatur dieser 
Autoren mir gezeigt haben — ebenfalls noch nicht den Zweck 


erreichen. Da andererseits die colorimetrischen Milchsiure- 
bestimmungsmethoden gleichfalls Bedingungen verlangen, deren 
Kinhalten trotz gréBter Sorgfalt insofern nicht immer gewiahr- 
eistet werden kann, als unbekannte Eigenschaften der dabei ver- 
wendeten Chemikalien dauernde Verinderungen der Versuchs- 
bedingungen hervorrufen®), habe ich mich bemiiht, Bedingungen 
zu finden, die den zwar sehr geringen, aber noch immer nicht 
vollstiindig auszuschaltenden Verlust an Aldehyd beim Arbeiten 
mit der sonst ausgezeichneten Apparatur von Lieb-Zacherl] 
verursachen. Diese Versuche haben schlieBlich zu der in der Figur 
1) Biochem. Z. 26, 199 (1910). 

*) Diese Z. 140, 25 (1924); H. J. Fuchs, Mikrochemie 8, 159 (1930). 
3) Diese Z. 143, 297 (1925). 

4) J. of biol. Chem. 73, 335 (1927). 

5) Diese Z. 211, 211 (1932). 

6) F. G. Hopkins in Coles Physiological Chemistry 1904; W. R. Fea- 


ron, Biochemic. J. 12, 179 (1918); bB.Mendel u. I. Goldscheider, 
Biochem. Z. 164, 163 (1925); H. J. Fuchs, Ebenda 222, 470 (1930). 
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ye 


schematisch wiedergegebenen Anordnung gefiihrt, durch die nun- 
mehr wirklich das gesuchte Ziel erreicht wird. Bevor sie im ein- 
zelnen beschrieben wird, sollen einige Uberlegungen aufgefiihrt 
werden, die den Anlaf zu ihrer Konstruktion gaben. 

Ks ist sicher, daB die Zufiihrung des oxydierenden Kalium- 
permanganats recht langsam und bei allen Versuchen mit mig- 
lichster GleichmiBigkeit geschehen mu, da bei zu raschem Zu- 
tritt des Oxydationsmittels zuniichst Aldehyd entsteht, dieser aber 
weiteroxydiert wird. Dementsprechend schreiben alle Verfahren 
eine bestimmte Zutropfgeschwindigkeit der Permanganatlisung vou 
geringer Konzentration vor. Auf der anderen Seite haben die 
amerikanischen Autoren die Entfernung des Aldehyds aus der 
Kochfliissigkeit im Gegensatz zu der einfachen Destillation mit 
Wasserdampf, wie sie Hirsch-Kauffmann und Embden aus- 
fiihren, bereits dadurch zu beschleunigen versucht, daB sie Lutt 
durch die gesamte Apparatur in der Richtung des Dampfstromes 
saugen, wobei sie sogar noch den Wasserdampf mittels eines 
RiicktluBkiihlers in den Kochkolben vollstindig zuriickfiihren. Ich 
habe diesen Prozef insofern weiter ausgebaut, als ich den Lutt- 
strom nicht — wie bei simtlichen derartigen Anordnungen — 
iiber der Kochfliissigkeit in dem Kolben frei austreten lasse, 
sondern ihn sogar durch die Kochiliissigkeit selbst schicke: damit 
wird der in dieser gebildete Aldehyd noch schneller aus 
der Kochflissigkeit selbst entfernt! AuBerdem tritt zu- 
sammen mit dem Luftstrom das zulaufende Permanganat an der 
cleichen Stelle aus und wird einerseits dadurch sofort griindlichst 
iiber die ganze Fliissigkeit verteilt, andererseits vermieden, dab 
der der Fliissigkeit entweichende Aldehyd mit dem Oxydations- 
mittel im heifen Dampfraum in direkte Beriihrung treten kann! 

Neben diesen Punkten habe ich ferner die griindliche Be- 
riihrung des aldehydhaltigen Luftstroms mit der vorgelegten, 
starken Natriumbisulfitlésung weitgehend beriicksichtigt. Wie spiiter 
aus der Beschreibung zu ersehen ist, trifft der aus feiner Diise 
austretende Aldehydluftstrom auf die Bisulfitlésung, durcheilt dann 
einen mit Bisulfitdampf gesiittigten Luftraum und perlt danach 
nochmals — fein zerteilt — durch die Liésung selbst. Die An- 
ordnung von Friedemann-Cotonio-Shaffer erlaubt es, eine 
sehr starke Bisulfitlésung in der Vorlage zu verwenden, die die 
vollstiindige Bindung des Aldehyds sichert. Wiahrend Lieb- 
Zacherl das gleiche Ziel mittels guter Zerteilung des Luftstroms 
im Bisulfit durch ein feinporiges Glasfilter zu erreichen suchen, 
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Apparat zur Milchsiiurebestimmung. 973 
bin ich einen anderen Weg gegangen. Denn bei der Anordnung 
dieser Autoren ist es unvermeidlich, das ein Teil der Bisulfit- 
losung im Glasfilter hingen bleibt und trotz sorgfiltigsten Waschens 
nicht daraus zu entfernen ist. Da sie im geschlossenen Raum 
die Luft durch das Filter saugen, ist es klar, daB sofort beim 


Beginn des Abnehmens der Vorlage vom Schliff — wobei also 
der Unterdruck auBerhalb des Filters sofort aufhért — ein Teil 


des Bisulfits in das Filter zuriicksteigen mu! Dafiir laBt sich 
ein einfacher Beweis erbringen, selbst wenn man die Vorlage 
schnellméglichst vom Filter fortgezogen hat: hat man dann das 
Wilter mit Wassermengen, die viel gréBer sind als sie bei Ab- 
schluB einer Milchsiiurebestimmung selbst sein kénnen, sorefiltigst 
abgespiilt, und beriihrt man dann die Filteriliiche mit der Zungen- 
spitze, so ist kein Geschmack von Bisulfit wahrzunehmen. Hingt 
man dann aber eine zweite, leere Vorlage an und saugt nochmals 
Luft durch das Filter, so tut die nach Wegnahme «:oser Vor- 
lage ausgefiihrte, gleiche Schmeckprobe kund, daB erhebliche Bi- 
sulfitmengen im Filter zuriickgeblieben waren; da die zweite Vor- 
lage leer war, hatte die im Filter selbst zuriickgebliebene Fliissig- 
keit kein Bestreben mehr, nach Aufhéren des Unterdrucks in das 
Filter zuriickzusteigen. Mit gefirbter Bisulfitlésung lift sich das 
in gleicher Weise fiir das Auge demonstrieren! Da ferner in 
der Anordnung von Lieb-Zacherl die vorgelegte Bisulfitmenge 
verhaltnismaiBig klein ist, um beim spiiteren Abspiilen des Glas- 
filters mit Wasser nicht allzusehr sparen zu miissen, ist der pro- 
zentuale Bisulfitverlust im Filter verhiltnismiBig grob. Bei meiner 
Anordnung habe ich das insofern beriicksichtigt, als ich mit 
eréBeren Fliissigkeitsmengen in der Vorlage arbeiten kann, da das 
nachherige Abspiilen vollkommen fortfiallt: das gesamte, mit der 
Bisulfitlésung in Beriihrung gewesene Glasrohrstiick wird vom 
Apparat zusammen mit dem VorlagegefiB abgenommen und bei 
der nachfolgenden Titration gleich als Riihrer verwendet. 
SchlieBlich wurde der RiickfluBkiihler noch derartig aus- 
gebildet, daB er eine sehr intensive Kiihlung bewirkt, ohne eine 
allzu groBe Oberfliiche haben zu miissen, und daB der durch ihn 
fihrende Weg des Luftstroms miglichst geradlinig ist und keine 
toten Ecken aufweist, in denen sich Gas verfangen kénnte. Die 
Form des schon langbekannten Intensivkiihlers wurde dazu ver- 
wendet. An Stelle der Erzeugung des Luftstroms mittels Durch- 
saugens wiihlte ich den Weg des Durchdriickens der Luft, um 
die Komplikation der gasdichten Vereinigung von Vorlage mit 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXI. 19 
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Einleitungsrohr zu vermeiden, wie sie Lieb-Zacherl an ihrem 
Apparate benétigen; an die Stelle der Wasserstrahlsaugpumpe 
tritt eine Wasserstrahldruckpumpe, wobei die griindlich in dieser 
mit dem Wasser in Beriihrung gewesene Laboratoriumsluft auto- 
matisch gereinigt wird. 

Die Apparatur besteht demnach aus drei Hauptteilen, die mit Normal- 
schliffen in Verbindung gesetzt werden. Sie sind mit I, II und III in der 
Figur bezeichnet. Teil I und III sind aus gewéhnlichem Glase, Teil IT ist 
aus Jenaer Geriiteglas. Teil I besteht aus dem Kaliumpermanganatgef iif 
KMn0O,. Dieses ist oben mit einem Schliffstopfen verschlossen, triigt unten 
den Hahn H, dessen Innenkérper insofern veriindert ist, als die beiden 














Enden seiner Bohrung mit feinen Schlitzen in entgegengestellter Richtung 
verlingert sind, so daB die Zutropfgeschwindigkeit des Permanganats damit 
feinstens reguliert werden kann. Dazu triigt ferner die aus der Zeichnung 
ersichtliche, “erhebliche Verlingerung der einen Seite des Hahnkiikens bei. 
Die Stellung des Hahnes H wird zuniichst einmal derartig ausgesucht, dab 
in 90 Sekunden 30 Tropfen Wasser am Ende der unter diesem liegenden 
Capillare austreten, wenn die Fliissigkeit im VorratsgefiB bis zu der an 
diesem angebrachten Marke M eingefiillt worden ist. Die Stellung des ver- 
lingerten Hahnkiikens dabei wird an dem Luftrohr Z markiert und dient 
dann fiir alle Versuche mit dieser Apparatur zur Aufrechterhaltung stets 
gleichmibiger Tropfgeschwindigkeit. Die n/200-Kaliumpermanganatlésung 
im VorratsgefiB flieBt durch den Hahn H in die darunterliegende, weit 
abwiirts gefiihrte Capillare, welche das eiférmige GefiB durchliuft, in das der 
an der mit dem Pfeil gekennzeichneten Steile eintretende Luftstrom aus der 
Wasserstrahldruckpumpe gelangt. Durch das schriig abwiirts fiihrende, bis 
fast an den Boden des Kochkolbens A reichende Rohr R werden also die 
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Permanganatlésung und der Luftstrom in die siedende Milchsiurelésung ein- 
gefiihrt; der unterste Teil des Rohres (Z) ist weiterhin noch abnehmbar, um 
ihn bequem von dem die untere Miindung allmihlich verlegenden Braunstein 
reinigen zu kénnen. Der Verbindungsschliff dieser beiden Teile ist sehr lang 
gehalten, so dab die beiden Teile wihrend des Erhitzens unlésbar zusammen- 
halten. Die die Milchsiurelésung wihrend der Erhitzung durchperlende Luft 
tanzt stets rund herum um das Zulaufrobr als Liingsachse, da die Miindung 
desselben senkrecht nach unten zeigt. Das Aldehyd—Wasserdampf-Luft- 
gemisch laBt im dariiberliegenden Kiihler sein Wasser zuriick und wird in das 
Rohr F gedriickt, welches mit einem Normalschliffkonus endigt. Auf diesem 
sitzt das Rohr S, das etwa zur Hilfte in der Natriumbisulfitlésung liegt, 
die das VorlagegefiB V enthilt; da das Rohr viel Platz im VorlagegefaB 
einnimmt, reichen etwa 7 ccm Bisulfitlbsung dazu aus. Der Aldehyd—Luft- 
strom tritt an der inneren Capillare aus und driickt dabei die Bisulfit- 
lésung in dem diese umgebenden Mantel herunter; dann tritt er durch 
eine Anzahl von feinen Léchern am oberen Ende des Mantels, die in der 
Figur zu sehen sind, durch und durchperlt danach die iiber den Mantel 
hochgedriickte Fliissigkeit nochmals. Mit dieser Anordnung ist es gleich- 
zeitig moéglich, die Luftstromgeschwindigkeit bei allen Versuchen gut kon- 
stant zu halten, indem man den Spiegel der Vorlageftiiissigkeit im Mantel 
des Rohres S stets auf die gleiche Tiefe einstellt! Zur feinen und bequemen 
Regulierung desselben dient der Hahn R, an Teil I der Apparatur; ist 
derselbe ganz gedffnet, so pfeift der gesamte Luftstrom bei richtiger Druck- 
stellung der Pumpe durch ihn ab; ist er volikommen geschlossen, so wird 
die gesamte Luft durch die Apparatur geblasen; durch die entsprechende 
Einstellung dieses Hahnes kann man also die Geschwindigkeit des Luft- 
stromes in der Apparatur feinstens einstellen. Der obere Rand des Vor- 
lagegefiibes V ist nach innen umgebogen, um Herausspritzen der Vorlage- 
fliissigkeit wihrend der Destillation oder der nachfolgenden Titration zu 
verhiiten. Die Vorlage ist wihrend der Destillation mit zwei Spiralfedern 
am Rohr # aufgehingt und driickt dabei mit seinem dazu _ verstiirkten 
Boden das Rohr § fest gegen den Schliffkonus. Die untere Kante des 
Mantels dieses Rohres ist mit vier kreuzférmig angebrachten Aussparungen 
versehen, damit die Bisulfitlésung bequemen Zutritt in den Mantel hat. 
Bei Teil I wird vor Beginn der Destillation die Permanganatlésung bis 
iiber die Marke M aufgefiillt, der Hahn J/ dann vollkommen gedffnet, damit 
sich die darunterliegende Capillare vollstindig mit Fliissigkeit fiillt. Das 
Luftrohr Z dient dazu, wihrend des Einblasens der Luft in die Apparatur 
den Druck iiber und unter der Permanganatlésung auszugleichen. 


Die zur Durchfiihrung der Milchsiurebestimmung notwendigen 
Chemikalien entsprechen den von Lieb-Zacherl angegebenen 
mit Ausnahme der Permanganatlésung, der Jod- und Thiosulfat- 
lésungen, die simtlich n/200 sind. Zur Titration selbst sei auf 
folgendes hingewiesen: der BisulfitiiberschuB in der Vorlage wird 
mit n/10-Jodlésung ausgeglichen. Man setzt 3 Tropfen einer 
1°/,igen Stiirkelésung (1 g Stiirke nach Zulkowsky werden in 
100 ccm destillierten Wassers von etwa 90° geliést, in die ab- 
gekiihlte, klare Fliissigkeit wird ein bohnengrofes Stiick Thymol 

19* 
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geworfen; diese Lisung gibt eine uniibertreffliche blaue Farbe und 
hilt sich in einer Tropftlasche rund 4 Wochen unveriindert) erst 
zu, wenn der groBte Teil des Natriumbisulfits von Jod gebunden 
erscheint; man gibt dann weiter tropfenweise vorsichtig Jodlésung 
zu, bis ein hellblauer Ton bestehen bleibt; dazu kann man auch 
die n/200-Jodlésung am Ende beniitzen! Nach 2 Minuten Warte- 
zeit titriert man mit n/200-Natriumthiosulfatlésung zuriick, bis 
bei Durchsicht durch die tiefste Fliissigkeitsschicht auf weibem 
Untergrunde noch eine Spur der Stirkefarbe zu erkennen ist 
(die mit dem Bruchteil eines Tropfens der Thiosulfatlésung voll- 
stiindig zu beseitigen sein wiirde!). Nach griindlichem Riihren 
und 2 Minuten Wartezeit mu diese Farbe unveriindert sein! 
Verschwindet sie, so wird der Bruchteil eines Tropfens der n/200- 
Jodlésung zugefiigt. Dann wird Natriumbicarbonat in Trocken- 
substanz in reichlichem Uberschu8 in die Vorlage gebracht. Die 
weitere Titration mit n/200-Jodlésung erfolgt dann in iiblicher 
Weise, bis die hellblaue Farbe auch nach 5 Minuten Wartezeit 
unverindert besteht. Dann wird mit n/200-Natriumthiosulfat- 
lésung bis zur WasserweiBheit genau zuriicktitriert. AuBerdem 
wird tiglich eine Kontrolle der n/200-Jod- und Thiosulfat- 
lésung vorgenommen, da sich besonders die erstere rasch ver- 
‘indern kann. 

Ks hat sich weiterlin gezeigt, dai der Zutritt von Per- 
manganatlésung nach dem Auftreten der stahlblauen Farbe im 
Kochkolben (Abschlu8 der Milchsiureoxydation) unschidlich ist. 
Infolgedessen kann man die Apparatur nach Ingangsetzung un- 
bekiimmert zunachst 1/, Stunde arbeiten lassen, ohne sie beob- 
achten zu miissen. Der Zusatz von Talkum oder Siedesteinen 
zur Kochfliissigkeit hat sich durch das Durchblasen von Luft durch 
die Kochfliissigkeit als tibrig erwiesen. Um auch die Erhitzung 
der Kochfliissigkeit konstant zu halten, wird ein Mikrobrenner 
mit Glimmerzylinder mitgeliefert, bei dem der Abstand der Flamme 
vom Boden des Kochkolbens ein- fiir allemal festgelegt ist, und 
dessen Flamme selbst durch einen einfachen, in die Gasleitung 
eingeschalteten Druckmesser fiir alle Versuche gleichstark ge- 
halten wird, ohne dabei vom Gasdruck abhingig zu sein. Voraus- 
setzung ist hierbei, daf bei einem Kolbenwechsel die Wandstirke 
fast unveriindert bleibt. 

ZusammengefaBt werden also Zulaufgeschwindigkeit der Per- 
manganatlisung, Geschwindigkeit des Luftstromes, Stiirke der 
Erhitzung der Milchsiiurelisung bei jeder Bestimmung konstant 
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gehalten. Viele mit der Apparatur*) — parallel mit der von Lieb- 
Zacherl — ausgetiihrte Milchsiiureanalysen haben Werte ergeben, 
die maximal um +1 Tropfen n/200-Natriumthiosulfatlésung 
schwanken, wiihrend sie im iibrigen den zu erwartenden Werten 
entsprachen: diese FehlergréBe kommt auch der Leertitration zu. 
Der Kiirze halber werden sie hier nicht erst aufgefiihrt. Ks sei 
schlieBlich noch kurz bemerkt, daB auch beim Apparat von Lieb- 
Zacherl, mit dem die Aldehydausbeute bei einwandfreiem Ar- 
beiten stets unter der zu erwartenden lag, schon dadurch bessere 
Bedingungen erzielt wurden, dali das Zulaufrohr, welches im 
Kochkolben tiber der Fliissigkeit endet, ebenfalls bis auf den 
Boden des Kochkolbens herabgefiihrt wurde. 

*) Die hier beschriebene Apparatur, deren siimtliche Teile und Schliffe 
(Din-Denog) normalisiert sind, wird von H.L.Kobe, Berlin N 4, Hessische 
Str. 8, und G. Bechmann, Breslau 16, Auenstr. 18, geliefert. 








Zur Kenntnis des Mandarinenpigments I. 
Von 
L. Zechmeister und P. Tuzson. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.)*) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1933.) 


Die Mandarine (Citrus madurensis) gehért zu den Objekten, 
deren Farbe allgemein bekannt ist, wobei aber das Pigment weder 
krystallinisch abgeschieden, noch bisher analysiert werden konnte. 
Aus den spiirlichen Literaturangaben’) geht lediglich hervor, daf 
Polyene vom Carotin- und Xanthophylltyp in der Mandarine und 
Orange vorliegen. 

Kine besondere Schwierigkeit bei der priparativen Ver- 
arbeitung besteht in der Anwesenheit von sehr viel atherischem 
Ol, nebst anderen listigen Begleitstoffen. Hierdurch werden die 
normalen Léslichkeitsverhiltnisse verzerrt, so daB es in manchen 
Fillen ratsam ist, Dampfdestillationen im Vakuum auszufiihren. 

Das Fleisch der reifen Mandarine (italienischer Herkunft) 
enthilt einen Kohlenwasserstoff-Anteil und ein Farbwachs 
von verwickelter Zusammensetzung. Nach Hydrolyse leBen sich 
die freigelegten Polyenalkohole mit Hilfe der chromatographischen 
Adsorptionsmethode”) in mehrere Komponenten zerlegen. Ihr 
Spektrum und ihr Verhalten gegen starke Salzsiiure deuten aut 
die Anwesenheit von Xanthophyll (Lutein), Violaxanthin®*) 
und Zeaxanthin‘) hin. Versuche zur praparativen Kontrolle 


dieser Befunde sind in Gang. 


*) Vorgelegt der Ungarischen Akademie der Wissenschaften (III. K1.), 
in der Sitzung am 10. Oktober 1933. 
1) M. B. Matlack, Amer. J. Pharmacy 100, 243 (1928) und J. amer. 


pharmaceut. Assoc. 18, 24 (1929). — L. Zechmeister u. P. Tuzson, 
Naturw. 19, 307 (1931). — P.G.F.Vermast, Naturw. 19, 442 (1931). — 
A. Winterstein, Anm. 2. — In der roten Orange kommt ein krystallisier- 


bares Anthocyan vor: M. B. Matlack, Plant physiol. 6, 729 (1931). 

*) Zusammenfassendes Referat: A. Winterstein, in G Klein’s 
Handb. d. Pflanzenanalyse IV, 1403—1437 (1933). 

*) R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 326 (1931). 

‘) P. Karrer, H. Salomon u. H. Webrli, Helvet. chim. Acta 12, 790 
(1929). — P. Karrer, H. Wehrli u. A. Helfenstein, Helvet. chim. Acta 
15, 268 (1930). — Ausfiihrlichere Literaturangaben vgl. bei L. Zechmeister, 
Carotinoide héherer Pflanzen (Polyenfarbstoffe), im zitierten Handb. III, 1239 
bis 1350 (1932). 
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Der in Petrolither leichter lésliche Farbstoffanteil krystalli- 
siert gut: er ist optisch inaktives #-Carotin, das auch aus der 
Mandarinenschale isoliert wurde.'!) Auch dort wird es von viel 
Violaxanthin und von anderen Xanthophyllarten begleitet. 

Im Hinblick auf die biologische Wirksamkeit von Citrus- 
Friichten, mag die unten beschriebene I[solierung des stirksten 
Provitamins A von Interesse sein. 


Versuche. 


Kolorimetrie der Farbstoffe. Die getrockneten Schalen werden mit 
heiBem Benzol erschépft, das einen alkaliléslichen Farbstoff in der Droge 
zuriickliBt. Man destilliert im Vakuum den Trockenriickstand des Extraktes 
solange mit Wasser, bis die fliichtigen Ole fast vollstindig entwichen sind. 
Nun haben wir einen itherischen Auszug bereitet, denselben mit konzen- 
triertem methylalkoholischem Kali in der Kiilte verseift und den Farbstoff 
zwischer Benzin (Siedep. 70—80") und 90°/,igem Holzgeist wiederholt ver- 
teilt. Man kolorimetriert beide Schichten. — Ahnlich wird das gepreBte 
Fruchtfleisch verarbeitet, nur entfillt hier die Dampfbehandlung. Der 
Pigmentgehalt der uns verfiigbaren Mandarinen betrug in je 1 kg frischer 


Substanz: Fleisch Schale 
RO Bh RR eo te ORO 8,2 mg 31,7 mg 
Gesamtxanthophyll (als ,,Lutein“ ber.) . . . . . 5,0 ,, 57,6 ,, 


1 Stiick Mandarine (Gewicht gegen 100 g) enthielt z. B. 0,6 mg Carotin 
nebst 0,4 mg Xanthophylien im Fleisch und 1,0 mg bzw. 1,8 mg in der 
Schale, wo also das sauerstofthaltige Pigment iiberwiegt. 

Isolierung von §-Carotin a) aus dem Fruchtfleisch. Das Fleisch 
wurde mit der Hackmaschine zerteilt und durch Leinwand gepreSt, sodann 
nach 1 tigigem Verweilen unter 96°/,igem Sprit von neuem abgeprebt und 
bei 40° getrocknet. Aus dem 1. PreBsaft setzte sich ein feiner, pigment- 
reicher Schlamm ab, der mit Alkohol behandelt, filtriert, getrocknet und mit 
dem Hauptprodukt vereinigt wurde. 

Zum Ausziehen des Farbstoffes ist Benzol (oder Ather) geeignet, z. B. 
3 Liter pro 50 kg frische Frucht. Der Riickstand des abgedampften Extraktes 
wird mit Ather aufgenommen und die Liésung, mit 30°/,igem methyl- 
alkoholischem Kali in einer breiten Flasche unterschichtet, 2 Tage stehen 
gelassen. Nach dem Versetzen mit viel Wasser haben wir die Oberschicht 
abgehoben, gewaschen, vollig eingedampft und ihren Riickstand in warmem 
Petroliither gelést. Die im Eisschrank innerhalb 2—3 Tagen abgeschiedenen 
Verunreinigungen wurden 6fters abfiltriert und die Lésung mit 90°/,igem 
Alkohol geschiittelt. Der Hauptanteil des Farbstoffes wandert dabei in den 
Sprit und wird von dort in frischen Petrolither tbergetiihrt, schlieBlich 
durch je 2maliges Extrahieren mit 80°/,igem, dann mit 90°/,igem Holzgeist 
gereinigt (etwas Violaxanthin geht dabei in die Unterschicht). 

Die beiden petrolitherischen Carotinlésungen wurden (getrennt) ab- 
gedampft und die Schwefelkohlenstoff-Lésungen ihrer Riickstiinde mit ab- 


‘) Auch aus der Orange (C. aurantium) erhielten wir krystallisierte 
Carotinpriiparate und ein mehrschichtiges Chromatogramm der Xanthophylle. 





